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Priprava in karakterizacija bipiramidalne proteinske kletke iz obvitih vijačnic za 
vezavo nanoteles 
Povzetek  
Proteini so makromolekule, ki sodelujejo pri skoraj vseh procesih v celici. Zaporedja 
aminokislin omogočajo tvorbo na milijone kompleksnih struktur proteinov z različnimi 
funkcijami. Področje oblikovanja de novo proteinov temelji na podlagi fizikalno-
kemijskih zakonov ter proteinskih zaporedji, ki se razlikujejo od tistih v naravi. Pri enem 
izmed pristopov oblikovanja uporabljamo sekundarne strukture in njihove motive kot 
osnovne gradnike za modularno sestavo in tvorbo prostorske strukture. Primer takšnih 
gradnikov so α-vijačnice, ki ob interakciji tvorijo motiv obvite vijačnice. Povezovanje 
parov vijačnic je lahko paralelno ali antiparalelno, specifičnost povezovanja pa določajo 
hidrofobne in elektrostatske interakcije. Analogno sistemu združevanja komplementarnih 
verig DNA lahko oblikujemo kompleksne proteinske strukture z modularnim 
povezovanjem α-vijačnic v motiv obvite vijačnice. Peptidni gradniki so v tem primeru 
povezani znotraj ene polipeptidne verige, ki se ob združevanju ortogonalnih peptidnih 
parov zvije v proteinsko kletko iz obvitih vijačnic. Med doslej izvedene oblike 
proteinskih kletk spadajo tetraeder iz 12 peptidnih segmentov, kvadratna piramida iz 16 
ter tristrana prizma in tristrana bipiramida iz 18 peptidnih segmentov. V magistrskem 
delu smo opisali pripravo in karakterizacijo bipiramidalne proteinske kletke sposobne 
vezave različnih nanoteles. Dve stranici oblikovane proteinske kletke tvorita peptidna 
para APH, za katera poznamo, da dobro vežeta različna nanotelesa. Bipiramidalno 
proteinsko kletko smo uspešno izolirali ter pokazali, da je v raztopini spontano zvita ter 
ima pričakovano velikost in obliko. Analiza vezave nanoteles je razkrila, da se na 
proteinsko kletko lahko specifično vežejo tako posamezna nanotelesa, kot tudi več 
različnih nanoteles hkrati. Tak protein zato predstavlja privlačno orodje za razvoj 
dostavnih sistemov. Glede na rezultate vezave smo pripravili različne komplekse 
nanoteles z bipiramidalno proteinsko kletko za kristalizacijo, žal pa nismo uspeli pridobiti 
proteinskih kristalov primernih za difrakcijsko analizo. 
Ključne besede: obvite vijačnice, proteinske kletke, nanotelesa 
  
 
 
Preparation and characterization of bipyramidal protein cage from coiled coils for 
binding of nanobodies 
Abstract  
Proteins are the most abundant type of macromolecules that participate in almost every 
process in the cell. The sequences of simple amino acid monomers enable the formation 
of millions of complex protein structures with diverse functions. Field of de novo protein 
design is based on physical laws and protein sequences unrelated to those in nature. One 
of the design approaches is based on a modular noncovalent pairing of α-helices in coiled-
coil secondary structures. Helices within the coiled-coil motif can be coupled in parallel 
or antiparallel fashion and the specificity of joining is determined by hydrophobic and 
electrostatic interactions. Analogous to the complementary pairing of DNA molecules, 
complex modular protein structures can be assembled with the intramolecular pairing of 
α-helices into coiled-coils. Orthogonal coiled-coil peptides are connected into a single 
polypeptide chain that upon pairing folds into polyhedron shaped protein cage. Known 
types of protein cages include a tetrahedron formed by 12 coiled-coil segments, square 
pyramid formed by 16 and a triangular prism and triangular bipyramid formed by 18 
coiled-coil segments. In this thesis, we describe the preparation and characterization of 
bipyramidal protein cage for binding of nanobodies. Two edges of designed protein cage 
are formed by APH peptide segments, that were recognized to bind different nanobodies. 
The bipyramidal protein cage was successfully isolated and biophysically characterized. 
Protein is folded in solution and has expected size and shape. Binding analysis showed 
that protein cage could be targeted by individual nanobodies as well as multiple ones 
simultaneously, presenting an attractive tool for the development of delivery systems. 
According to the binding results, complexes of nanobodies with bipyramidal protein cage 
were prepared for crystallization trials, but unfortunately, we were unable to obtain 
quality protein crystals. 
Keywords: coiled-coil, protein cage, nanobody
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
% (v/v) volumski odstotek 
% (w/v) masno volumski odstotek 
AGE agarozna gelska elektroforeza 
angl. angleško 
APH peptid homodimeren peptid povezan v motiv obvite vijačnice 
ATP  adenozin-5'-trifosfat  
BCR peptid homodimeren peptid povezan v motiv obvite vijačnice 
BIPAPH bipiramidalna proteinska kletka iz obvitih vijačnic z dvema 
stranicama iz APH dimerov 
CATH spletni portal kategorizacije proteinskih struktur 
CCPO proteinski origami iz obvitih vijačnic (angl. coiled coil protein 
origami) 
CD cirkularni dikroizem 
CPI  proteazni inhibitorji (angl. protease inhibitor cocktail)  
Cα alfa C atom 
Cβ beta C atom 
Da  dalton 
DLS dinamično sipanje svetlobe (angl. dynamic light scattering) 
DMSO dimetil sulfoksid  
DNA deoksiribonukleinska kislina  
dNTP deoksiribonukleotidi 
E. coli  Escherichia coli  
EDTA  etilendiaminotetraocetna kislina  
EtBr etidijev bromid 
FRET prenos energije z resonanco fluorescence (angl. fluorescence 
resonance energy transfer) 
GCN peptid homodimeren peptid povezan v motiv obvite vijačnice 
GFP zeleni fluorescenčni protein (ang. green fluorescent protein) 
HCABs težko-verižna kamelidna protitelesa 
IEX ionsko izmenjevalna kromatografija (angl. ion exchange 
chromatography) 
 
 
Ig-NAR težko-verižna protitelesa morskih psov 
IPTG izopropil β-D-1-tiogalaktopiranozid  
ITC izotermalna titracijska kalorimetrija (angl. isothermal titration 
calorimetry) 
lat. latinsko 
LB  gojišče Luria-Bertani  
MBP maltoza vezavni protein (angl. maltose-binding protein) 
MCS multiplo mesto za kloniranje  
MQ milli-Q voda 
MWCO izključitvena molekulska masa (angl. molecular weight cut-off) 
Native PAGE nativna poliakrilamidna gelska elektroforeza 
NiNTA nikelj afinitetno polnilo 
PCR verižna reakcija s polimerazo (ang. polymerase chain reaction)  
PDB zbirka proteinskih struktur (angl. Protein Data Bank) 
RNA ribonukleinska kislina  
rpm obratov na minuto (angl. revolutions per minute) 
rSAP alkalna fosfataza (angl. shrimp alkaline phosphatase) 
SAXS ozkokotno sipanje rentgenske svetlobe (angl. small angle X-ray 
scattering) 
SDS  natrijev dodecilsulfat  
SDS PAGE  poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti SDS  
SEC gelska izključitvena kromatografija (angl. size exclusion 
chromatography) 
SEC-MALS gelska ločitvena kromatografija sklopljena z večkotnim sipanjem 
laserske svetlobe (angl. multiangle light scattering) 
TEMED N, N, N, N-tetrametil-etilendiamin 
UV ultravijolično 
VHH antigen vezavna domena težko-verižnih kamelidnih protiteles 
α  alfa  
β  beta  
 
  
 
 
Oznake aminokislinskih ostankov 
Ala A alanin 
Arg R arginin 
Asn N asparagin 
Asp D aspartat 
Cys C cistein 
Glu E glutamat 
Gln Q glutamin 
Gly G glicin 
His H histidin 
Ile I izolevcin 
Leu L levcin 
Lys K lizin 
Met M metionin 
Phe F fenilalanin 
Pro P prolin 
Ser S serin 
Thr T treonin 
Trp W triptofan 
Tyr Y tirozin 
Val V valin 
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1 Uvod 
Proteini so prevladujoča oblika makromolekul, ki jih najdemo v celicah vseh organizmov. 
Ti sodelujejo pri skoraj vseh procesih v celici ter predstavljajo elemente, preko katerih se 
izrazi funkcija genske informacije. Osnovni gradniki proteinov so aminokisline, ki se med 
seboj povezujejo s peptidno vezjo. Proteini vseh organizmov so sestavljeni iz nabora le 
20 različnih aminokislin, ki se razlikujejo v kemijskih lastnostih, njihovo zaporedje pa 
ponuja tvorbo na milijone kompleksnih struktur z različnimi funkcijami. Organizacijo 
proteinskih struktur lahko opišemo hierarhično z različnimi nivoji – s primarno, 
sekundarno, terciarno ter kvartarno strukturo [1]. Aminokislinsko zaporedje določa 
primarno strukturo proteinov, znotraj tega imamo navadno lokalna območja, kjer se 
aminokisline povezujejo v sekundarne strukture – α-vijačnice ali β-plošče. Združevanje 
teh strukturnih elementov v kompaktno globularno domeno oblikuje terciarno strukturo 
proteina, kjer aminokisline, ki so v primarnem zaporedju oddaljene med sabo, pridejo 
blizu skupaj. Kvartarna struktura pa nastane z združevanjem enot posameznih 
polipeptidnih verig [1, 2]. 
1.1 Zvijanje proteinov 
 
Zvijanje proteina je proces, pri katerem iz denaturirane oblike dobimo tridimenzionalno 
strukturo proteina. Spontanost zvitja je med prvimi opisal Christian Anfinsen, ki je z 
rezultati eksperimentov renaturacije ribonukleaze A osnoval termodinamsko hipotezo. Ta 
predpostavlja, da je tridimenzionalna struktura nativnega proteina odvisna le od 
aminokislinskega zaporedja, njena konformacija pa ima najnižjo Gibbsonovo prosto 
energijo [3]. K spontanosti zvitja proteina prispeva več dejavnikov. Nativno strukturo 
proteina stabilizirajo vodikove vezi znotraj sekundarnih struktur, Van der Waalsove 
interakcije med tesno pakiranimi atomi znotraj strukture, ugodni torzijski koti 
aminokislinskih ostankov, elektrostatske interakcije med nabitimi elementi v strukturi ter 
hidrofobne interakcije, ki pripomorejo h kolapsu proteinske verige v kompaktno strukturo 
in stabilnosti [4]. 
Cyrus Levithal je leta 1968 izpostavil, da zvijanje proteina ni naključen proces, saj 
proteinska veriga ne more preizkusiti vseh možnih konformacij v realnem času [4]. Če 
imamo protein iz 100 aminokislinskih ostankov ter predpostavljamo, da je vsak od njih 
lahko v treh različnih konformacijah, imamo proteinsko verigo s 3100 možnimi 
konformacijami. V primeru da med zvitjem protein preizkusi 1012 konformacij na 
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sekundo (hitrost termalne oscilacije), bo vzorčenje vseh možnih konformacij trajalo ~1025 
let [5]. Kljub ogromnemu naboru možnih konformacij, se proteinska veriga zvije v 
nativno obliko včasih v samo milisekundah. To nakazuje, da iskanje pravilne 
konformacije ni naključno, temveč je zvijanje proteina usmerjen večstopenjski proces. [4, 
5]. Zvijanje proteinske verige se začne s tvorbo sekundarnih struktur, ki so v glavnem 
določene z lokalnim aminokislinskim zaporedjem. Ker se te strukture stabilizirajo z 
elementi daleč po zaporedju, pride do občutnega zmanjšanja konformacijskega prostora 
ter nastanka kompaktnega intermediata imenovanega razrahljan klobčič (angl. molten 
globule), v katerem je protein že topološko zasnovan. Odvisno od dolžine polipeptidne 
verige in interakcij med elementi zvijanja, protein ostane v obliki razrahljanega klobčiča 
ter prilagaja konformacijo, dokler ne dobimo funkcionalne in stabilne nativne oblike 
proteina. Zvijanje je odvisno od vrste proteina in poteka na različne načine. Pri 
dvostopenjskem zvitju imamo le nativno in denaturirano obliko ter jo navadno zasledimo 
pri majhnih proteinih. Pri nekaterih proteinih pa imamo večstopenjsko zvitje, ki poteče 
preko enega ali več intermediatov. Eden izmed teh je navadno razrahljan klobčič [5]. 
Študije so pokazale, da imajo zvitja z nizko energijo manj konformacij, medtem ko je 
razvitih struktur z višjo energijo ogromno ter imajo visoko konformacijsko entropijo. 
Zvijanje proteinov lahko zato opišemo z energijskim diagramom v obliki lijaka (slika 1), 
ki ponazarja, da se večji ansambel razvitih struktur istega proteina po malce različnih 
poteh zvije v nativno konformacijo z najnižjo energijo [4]. Oblika lijaka je odvisna od 
kompleksnosti zvitja, lokalni minimumi pa običajno predstavljajo stabilne intermediate, 
ki navadno proces zvijanja upočasnijo. Nastanejo lahko tudi stabilne oblike, ki se združijo 
v agregate [1]. 
 
Slika 1 – Energijski diagram zvijanja proteinov. Razvite verige proteina z visoko energijo se 
preko različnih poti z vmesnimi intermediati zvijejo v nativno strukturo z nizko energijo. Slika iz 
[4] (z dovoljenjem avtorja). 
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1.2 De novo proteini 
 
Naravni proteini so se razvili naključno s postopnimi mutacijami in pod selekcijskim 
pritiskom evolucije. Tekom evolucije je bil tako preizkušen le majhen delež celotnega 
prostora vseh možnih proteinskih zaporedij, znotraj katerega so naravni proteini 
neenakomerno porazdeljeni ter združeni v skupine evolucijsko sorodnih proteinov, ki jih 
imenujemo proteinske družine [6]. 
V spletno bazo proteinskih struktur PDB (angl. Protein Data Bank) so do leta 2019 
deponirali okoli 157.000 proteinskih struktur [7], v katerih so raziskovalci prepoznali 
okoli 1400 različnih vzorcev zvitja [8] oz. topologij. Le-ti opisujejo organizacijo 
sekundarnih struktur v prostoru. Čeprav se število proteinskih struktur iz leta v leto 
povečuje, pa se je število novo odkritih vzorcev zvitja v zadnjih letih precej zmanjšalo. 
Razlog za to je, da narava razvoja naravnih proteinov onemogoča izčrpno raziskovanje 
prostora vseh možnih proteinskih zaporedij ter verjetno velik del teh zaporedij nikoli ne 
bo vzorčen z evolucijo, zato je tudi število proteinskih vzorcev zvitja omejeno. Zato pa ta 
velik neraziskan prostor proteinskih zaporedij predstavlja ogromen peskovnik za 
snovanje proteinov de novo in s tem potencialno predstavitev novih vzorcev zvitja in 
funkcij proteinov [9]. 
Pri tradicionalnih pristopih načrtovanja proteinov spreminjamo v naravi že obstoječe 
proteine. Izberemo protein s podobno funkcijo ali geometrijo ter uvajamo mutacije, 
dokler ne dobimo ustrezne funkcije. Mutacije lahko uvajamo racionalno glede na znanje 
o strukturi in funkciji proteina ali pa z usmerjeno evolucijo. Uporaba naravnih proteinov 
pa ima svoje pomanjkljivosti, saj kot smo že prej omenili v naravi obstaja omejeno število 
vzorcev zvitja, hkrati pa je evolucija nekatere proteine zasnovala tako, da onemogoča 
njihovo splošno uporabo. Takšni proteini so po uvedbi mutacij pogosto slabo topni ali se 
neobičajno obnašajo [10]. 
Priprava novih proteinov de novo temelji na podlagi fizikalnih zakonov ter z zaporedji, 
ki niso povezana s tistimi v naravi [6]. Tako se znebimo evolucijskih omejitev, saj lahko 
dostopamo do neskončnega števila proteinskih oblik, ki jim vpeljemo izbrano funkcijo 
[10]. Eni izmed prvih de novo proteinov so bili skupki štirih amfipatičnih vijačnic, 
dandanes pa imamo že ogromno de novo proteinov tako iz α-vijačnic, β-ploskev kot tudi 
mešanih αβ-struktur (slika 2) [11]. 
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Slika 2 – Primeri de novo oblikovanih proteinov. a) tetramer paralelno orientiranih vijačnic 
(PDB: 4H7R) [12] b) TIM-sodček (PDB: 5BVL) [13] c) zvitje PFK (PDB: 2LVB) [14] d) βαβ-
motiv (PDB: 5JHI) [15]. 
Pri enemu izmed pristopov de novo oblikovanja proteinov uporabljamo sekundarne 
strukture in njihove motive kot osnovne gradnike za modularno nekovalentno 
združevanje. Gre za racionalen pristop, ki pa je v primerjavi z ostalimi nekoliko omejen 
glede raznolikosti proteinskega zvitja. Tako α-vijačnice kot β-ploskve se lahko 
modularno povezujejo in tvorijo večje proteinske strukture. Primer takšnega povezovanja 
je motiv obvite vijačnice, ki velja za enega bolj obširno raziskanih strukturnih motivov 
[9, 10].   
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1.3 Obvite vijačnice 
 
Motiv obvite vijačnice so prvič opisali leta 1953 kot strukturni element fibrilarnih 
proteinov – keratin, miozin in fibrinogen. Kasneje je bil prepoznan tudi kot strukturni 
element v intermediarnih filamentih, aktivatorskem proteinu CAP, hemaglutininu virusa 
gripe ter transkripcijskih faktorjih, kar je vzbudilo zanimanje za nadaljnje raziskave [16]. 
Gre za povezovanje dveh ali več α-vijačnic, ki so lahko homomerne ali heteromerne ter 
interagirajo paralelno ali antiparalelno. V tem delu se bomo osredotočili predvsem na 
motiv obvite vijačnice iz dveh enot s katerim smo tudi snovali naš protein. 
V motivu obvite vijačnice sta združeni α-vijačnici orientirani pod kotom 20° ena na drugo 
(slika 3a). Interakcije α-vijačnic in njuno ukrivljanje zmanjša število aminokislin na zavoj 
znotraj posamezne vijačnice iz 3,6 na 3,5 ter zagotovi periodično ponavljanje 7 
ekvivalentnih pozicij znotraj strukturnega motiva, ki se ponovi vsaka dva zavoja α-
vijačnice. Gre za značilne heptadne ponovitve aminokislinskih ostankov, ki jih 
označujemo s črkami od a do g [17]. Specifično povezovanje v motiv obvite vijačnice 
določajo interakcije, ki nastanejo. Najpomembnejše so hidrofobne interakcije, ki 
nastanejo v jedru motiva med aminokislinskimi ostanki na pozicijah a in d, medtem ko 
imamo elektrostatske interakcije med ostanki na pozicijah e in g (slika 3b) [18]. Ostanki 
na pozicijah b, c in f so v stiku s topilom in sicer ne sodelujejo pri interakciji α-vijačnic, 
vplivajo pa na stabilnost obvite vijačnice s tvorbo solnih mostičkov med 
aminokislinskimi ostanki na pozicijah (i, i+3) ter (i, i+4) [19]. 
 
Slika 3 – Shema strukture motiva obvite vijačnice. a) struktura ovijanja α-vijačnic v motivu 
ter naklon njima. b) interakcije med paralelnim in antiparalelnim motivom obvite vijačnice. 
Hidrofobne interakcije nastanejo med aminokislinskimi ostanki na pozicijah a in d, elektrostatske 
pa med ostanki na pozicijah e in g. Slika je povzeta po [19]. 
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Pakiranje hidrofobnih aminokislinskih ostankov v obvitih vijačnicah poteka po principu 
»knobs into holes«. Hidrofoben aminokislinski ostanek ene α-vijačnice je obdan s štirimi 
ostanki iz druge α-vijačnice. V paralelni obviti vijačnici je Cα-Cβ vez hidrofobnega 
ostanka na poziciji a vzporedna s peptidno vezjo nasprotne vijačnice. Zaradi velike 
razdalje med Cβ atomom in osrednjimi hidrofobnimi ostanki, pozicija a favorizira 
aminokisline z razvejanimi stranskimi verigami. V primeru hidrofobnih ostankov na 
poziciji d pa je Cα-Cβ vez na peptidno vez iz nasprotne vijačnice pravokotna ter razdalja 
med Cβ atomom in osrednjimi ostanki mala. Pozicija d zato preferira manjše nerazvejane 
aminokislinske ostanke [17, 20]. Primerjava struktur obvitih vijačnic je pokazala, da so 
pri paralelnih motivih na poziciji a najpogosteje prisotni aminokislinski ostanki – Asn, 
Val, Leu in Ile ter na poziciji d – Leu in Met. Pri antiparalelnem motivu pa so na poziciji 
a – Leu, Ile, Met in Ala ter na poziciji d – Leu, Tyr, Met in Ile [21]. 
Za tvorbo večjih modularnih proteinskih struktur iz obvitih vijačnic, potrebujemo več 
ortogonalnih peptidih parov, kjer se peptidi specifično vežejo le na svoj par ter ne 
interagirajo z ostalimi [19]. Primer takšnih modulov so obvite vijačnice peptidnih parov 
P1P2, P3P4, P5P6 in P7P8. Ti so paralelni, heterodimerni, ortogonalni in sestavljeni iz 
štirih heptadnih ponovitev (slika 4). Ustrezni peptidni pari so stabilizirani s hidrofobnimi 
ostanki na pozicijah a in d ter nasprotno nabitimi ostanki na pozicijah e in g, nezaželene 
peptidne kombinacije pa so destabilizirane z neugodnim parjenjem ostankov Asn in Ile 
na poziciji a. Za dodatno stabilizacijo so na N-konec peptidov dodane štiri aminokisline 
(Ser-Pro-Glu-Asp). Gre za pogoste ostanke na N-koncih α-vijačnic, ki imajo posebne 
dihedralne kote, stabilizirajo dipol vijačnice ali pa s stranskimi skupinami tvorijo 
vodikove vezi s peptidnim ogrodjem [22]. 
 
Slika 4 – Paralelni peptidni pari P1P2, P3P4, P5P6 in P7P8. a) struktura peptidnega para P5P6 
(strukture ostalih peptidov so verjetno precej podobne) b) aminokislinska zaporedja peptidov. Z 
rdečo so označeni kisli in z modro bazični aminokislinski ostanki. S sivo je označen Asn, ki se 
nahaja na ekvivalentnih pozicijah v peptidnem paru. 
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Načrtujemo pa lahko tudi antiparalelne obvite vijačnice. En tak primer je homodimeren 
peptid APH iz petih heptadnih ponovitev (slika 5). Antiparalelno orientacijo določajo 
elektrostatske interakcije v kombinaciji s hidrofobnimi interakcijami, kjer je par Ala-Ala 
manj stabilen. Na pozicijah e in g N-konca peptida se nahaja Glu, na pozicijah C-konca 
pa Lys. Posledično je v antiparalelni orientaciji 8 ugodnih elektrostatskih interakcij, 
medtem ko se pri paralelni orientaciji te odbijajo [23]. Pri oblikovanju modularne 
proteinske kletke iz obvitih smo uporabili modificiran peptid APH, kjer se na poziciji f 
znotraj heptadnih ponovitev nahaja Glu namesto Lys. Kot smo že omenili, pozicija f ne 
vpliva na interakcijo dveh peptidov, lahko pa sedaj vključeni Glu tvorijo solne mostičke 
(z ostanki na pozicijah b in c) ter tako povečajo lokalno helikalnost in dodatno 
stabilizirajo strukturo obvite vijačnice [24]. 
 
Slika 5 – Homodimeren peptid APH. a) Struktura APH. Označeni so aminokislinski ostanki 
(Glu in Lys), ki z elektrostatskimi interakcijami določajo antiparalelno orientacijo peptida. b) 
Aminokislinski zaporedji APH [23] ter modificiranega peptida APH. Z rdečo so označeni kisli in 
z modro bazični aminokislinski ostanki, s sivo pa so označeni ostanki, ki so bili modificirani. 
Za sestavljanje modularnih proteinskih struktur iz obvitih vijačnic pa so poleg že 
omenjenih peptidov raziskovalci s Kemijskega inštituta uporabili še homodimeren 
antiparalelni peptid BCR [25], homodimeren paralelen peptid GCN [26] ter 
heterodimerna paralelna peptidna para P9P10 in P11P12 [27]. Podobno kot smo opisali 
pri peptidu APH, so bili tudi nekateri ti peptidi modificirani za povečanje topnosti ali 
implementacijo katerih drugih primernih lastnosti. 
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1.4 Proteinski origami iz obvitih vijačnic 
Načrtovanje večjih molekul, ki se same sestavijo v biološko aktivno nanostrukturo, 
ponuja številne potencialne aplikacije v medicini in biotehnologiji. DNA je privlačna 
molekula za tvorbo večjih nanostruktur zaradi predvidljivega in specifičnega parjenja 
nukleotidnih baz, dobro poznane in stabilne strukture dvojne vijačnice ter zaradi 
enostavne sinteze oligonukleotdiov, kar dodatno olajša delo. Veliki napredki na področju 
DNA tehnologije so omogočili nastanek številnih kompleksnih DNA struktur tako iz ene 
kot iz več različnih verig [28, 29]. Analogno sistemu povezovanja komplementarnih verig 
DNA lahko modularno sestavljamo proteinske strukture iz ortogonalnih peptidnih parov, 
ki tvorijo obvite vijačnice. Zaradi večje raznolikosti kemijskih lastnosti aminokislin lahko 
proteini potencialno omogočijo bolj raznolike funkcije od molekul DNA, hkrati pa se 
obvite vijačnice lahko povezujejo tako antiparalelno kot tudi paralelno [19]. Tako dobimo 
sestavljene modularne strukture, ki tvorijo proteinske kletke, poimenovane tudi proteinski 
origami iz obvitih vijačnic (CCPO). Peptidni gradniki so povezani s kratkimi povezovalci 
(t.i. linkerji) znotraj ene polipeptidne verige, ki se ob združevanju vsakega peptidnega 
segmenta s svojim ortogonalnim parom zvije v strukturo poliedra iz obvitih vijačnic. 
Načrtovanje struktur je poenostavljeno, saj namesto modeliranja vseh atomov načrtamo 
le topologijo proteina. Ta je določena z zaporedjem peptidnih segmentov in orientacijo 
nastalih obvitih vijačnic. Prvi predstavljen primer proteinskega origamija je bil tetraeder 
iz 12 peptidnih segmentov, ki tvorijo 6 ortogonalnih peptidnih parov (slika 6). V tem 
proteinu imamo pare P3P4, P5P6, P7P8 in GCN s paralelno orientacijo ter peptidna para 
BCR in APH z antiparalelno orientacijo. Polipeptidna veriga mora prečkati vsak rob 
tetraedra natanko dvakrat, da se ortogonalni peptidi na vsakem robu povežejo v motiv 
obvite vijačnice. Ugotovili so, da tetraeder ne more biti sestavljen le iz paralelnih ali samo 
iz antiparalelnih obvitih vijačnice, temveč mora vsebovati oba tipa, bodisi 3 paralelne in 
3 antiparalelne ali 4 paralelne in 2 antiparalelni [22, 27]. 
 
Slika 6 – Shema tetraedra iz obvitih vijačnic. Levo je topološka struktura tetraedra po 
povezovanju peptidnih segmentov v ustrezne dimere, desno pa je prikazano zaporedje peptidnih 
segmentov v polipeptidni verigi. Shema povzeta po [30]. 
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Modularnost proteinov CCPO omogoča razširitev na večje in kompleksnejše strukture. 
Trenutno omejitev velikosti proteinskega origamija določa število različnih ortogonalnih 
peptidnih parov, ki gradijo stranice poliedrov. Primer večjih CCPO struktur predstavljata 
– kvadratna piramida iz 16 peptidnih segmentov in tristrana prizma iz 18 peptidnih 
segmentov [27]. Oba proteina so tudi uspešno izolirali in biokemijsko okarakterizirali. 
Čeprav strukture CCPO nimajo hidrofobnega jedra in se zvijejo preko interakcij med 
peptidnimi segmenti, ki so daleč po primarni strukturi, so hitrosti zvijanja primerljive s 
hitrostmi zvijanja naravnih proteinov podobnih velikosti [19]. 
Kasneje so raziskovalci na Kemijskem inštitutu zasnovali tudi tristrano bipiramido iz 18 
peptidnih segmentov, ki pa ne sestoji iz devetih različnih ortogonalnih peptidnih parov, 
temveč se trije pari dvakrat ponovijo. Stranice zgornje in spodnje piramide imajo enake 
peptidne pare – parelelna P1P2 in P3P4 ter antiparalelen BCR. Peptidni pari P5P6, P7P8 
in P9P10 gradijo stičišče obeh piramid, da dobimo obliko bipiramide [30].   
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1.5 Nanotelesa 
Pri živalih iz družine kamelidov (lat. Camelidae) so poleg konvencionalnih 
heterotetramernih protiteles odkrili tudi unikatna težko-verižna protitelesa (HCAbs). Ta 
sestojijo iz dveh težkih verig, vsaka je zgrajena iz dveh konstantnih domen in ene antigen 
vezavne domene – VHH [34]. Poleg težko-verižnih kamelidnih protiteles HCAbs, so 
imunoglobuline brez lahkih verig opazili tudi pri morskih psih (Ig-NAR). Težki verigi 
protiteles HCABs in Ig-NAR protiteles sta precej različni, vendar je evolucija njunih 
struktur in funkcije konvergentna [34, 35]. 
Nanotelo (angl. nanobody) imenujemo fragment kamelidnih protiteles HCAbs iz antigen 
vezavne domene VHH (slika 7). V primerjavi s konvencionalnimi protitelesi se 
nanotelesa vežejo na antigen le preko ene domene, kljub temu pa so afinitete vezave 
primerljive [34]. Ob vezavi vzpostavijo manj interakcij ter se vežejo na bolj konkavne, 
ohranjene in strukturirane epitope, ki so obogateni z aromatskimi ostanki [36]. Nanotelesa 
so majhna (15 kDa), stabilna, dobro topna, njihova proizvodnja je poceni, hkrati pa so 
zaradi visoke stopnje podobnosti s človeško težko verigo nizko imunogena. Zaradi 
takšnih uporabnih lastnosti predstavljajo nanotelesa privlačno orodje za različne 
medicinske in biotehnološke aplikacije [34]. 
 
Slika 7 – Shema zgradbe različnih protiteles. Na levi strani slike je prikazano heterotetramerno 
konvencionalno protitelo iz težke in lahke verige, na sredini težko-verižno kamelidno protitelo iz 
dveh težkih verig, na desni strani pa struktura nanotelesa. 
Nanotelesa lahko uporabimo kot afinitetne reagente in biosenzorje. Njihova majhna 
velikost omogoča večjo kapaciteto vezavnih površin ter manj nespecifične vezave v 
primerjavi s konvencionalnimi protitelesi. Hkrati so izgube specifičnosti in afinitete, pri 
orientirani vezavi na površino, minimalne. Zaradi enostavnega izražanja rekombinantnih 
fuzijskih proteinov nanoteles s fluorescentnimi proteini, so ti primerni tudi za 
molekularno slikanje ter sledenju molekul v živih celicah. Nanotelesa delujejo tudi kot 
 11 
 
kristalizacijski šaperoni, ki lahko z vezavo na tarčni protein olajšajo kristalizacijo teh 
proteinov [37]. 
V procesu določanja struktur z rentgensko difrakcijo je najbolj časovno potraten in 
omejujoč korak priprava kvalitetnih proteinskih kristalov, ki dobro sipajo rentgenske 
žarke. Proces pridobivanja proteinskih kristalov lahko olajšamo s kristalizacijskimi 
šaperoni. Gre za pomožne proteine ali fragmente protiteles, ki vežejo tarčni protein in 
lahko tako zmanjšajo konformacijsko heterogenost proteina, prikrivajo neugodne 
površine ter dopolnijo količino proteinske površine, ki lahko olajša tvorbo stikov med 
molekulami v kristalni mreži. Uporaba kristalizacijskih šaperonov lahko tudi poenostavi 
reševanje faznega problema [38].  
Prav z uporabo nanoteles kot kristalizacijskih šaperonov, so že določili več kristalnih 
struktur proteinov [39-43]. Uporaba šaperonov v kristalografiji je primeren pristop 
predvsem pri kristalizaciji membranskih proteinov ali večjih proteinskih kompleksov, ki 
sicer težko kristalizirajo [38]. Zato bi njihova uporaba prišla v poštev tudi za proteinske 
kletke iz obvitih vijačnic, ki najverjetneje zaradi svoje fleksibilnosti težko kristalizirajo. 
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2 Namen dela 
Glavni cilj magistrskega dela je bil pripraviti modularno bipiramidalno proteinsko kletko 
iz obvitih vijačnic, ki je sposobna vezave različnih nanoteles. V proteinsko kletko bomo 
vpeljali dve stranici homodimernega peptida APH, ki se je izkazal, da dobro veže več 
različnih nanoteles. Protein smo želeli izraziti, izolirati ter biokemijsko okarakterizirati, 
nato pa analizirati vezavo nanoteles na stranice kletke. Ustrezna nanotelesa smo želeli 
uporabiti za pripravo različnih kompleksov ter jih nato poskusili kristalizirati.  
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3 Eksperimentalni del 
3.1 Materiali 
3.1.1 Laboratorijska oprema 
Tabela 1 – Laboratorijska oprema 
 
Laboratorijska oprema Proizvajalec 
brizge (5 ml, 10 ml, 20 ml, 50 ml) BD plastipak™ 
centrifuga Avanti® J-E Beckman Coulter 
centrifuga Centric 250 R Domel 
centrifuga MiniSpin Eppendorf 
centrifuga Universal 320 R Hettich 
centrifugalni filter Durapore (0,1 μm) Merck 
centrifugirke (10 ml) Greiner 
dializne črevo Spectra/Por® (MWCO 3.5 kDa) Spectrumlabs 
dializne epice D-Tube™ (MWCO 3.5 kDa) Merck 
digestorij Asecos 
filtri za brizgalke Minisary® (0,45 μm, 0,22 μm) Sartorius 
fotoaparat EOS 1000D za slikanje agaroznih in 
poliakrilamidnih gelov Canon 
hladilnik (+ 4 °C) Liebherr 
intenzivno električno mešalo Vortex Starlab 
koncentratorji Amicon® (MWCO 30 kDa – 15, 4 ml; MWCO 
3 kDa – 4 ml, 0,5 ml) Merck 
kromatografski sistem ÄKTA pure (FPLC) GE Healthcare 
kromatografski sistem e2695 (HPLC) Waters® 
magnetno mešalo IKA ® 
mešalo Orbit™ LS Labnet 
mikrocentrifugirke (0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml) Sarstedt 
mikrovalovna pečica Gorenje 
naprava Chirascan za CD (cirkularni dikroizem) Applied Photophysics  
naprava Crystal Gryphon Art Robbins Instruments 
naprava Dawn8+ za MALS (večkotno sipanje laserske 
svetlobe) Wyatt technology 
naprava G:BOX za slikanje PVDF in nitroceluloznih 
membran Syngene 
naprava QIAxcel Advanced za kapilarno elektroforezo Qiagen 
naprava za fotografiranje agaroznih in poliakrilamidnih gelov DNR Bio-Imaging Systems 
naprava za verižno reakcijo s polimerazo Veriti® Thermal 
Cycler Applied Biosystems 
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Laboratorijska oprema Proizvajalec 
naprava ZetasizerNano za DLS (dinamično sipanje svetlobe) Malvern 
nastavki za pipete (10 μl, 200 μl, 1000 μl, 5 ml) Sarstedt 
nastavki za pipete za nanos na SDS gele VWR™ 
nesterilne falkonke (15 ml, 50 ml) Sarstedt 
WTW 720 pH meter Inolab 
pipete (2,5 μl, 10 μl, 20 μl, 100 μl, 200 μl, 1000 μl) Eppendorf 
pipete (5 ml, 10 ml) Gilson 
sistem za agarozno gelsko elektroforezo Sub-Cell® GT BioRad 
sistem za poliakrilamidno elektroforezo Mini Protean II™ BioRad 
sistem za western prenos Mini Trans-Blot Electrophoretic 
Transfer Cell BioRad 
sonifikator Vibra-Cell™ Sonics® 
spektrofotometer Cary 8454 UV-VIS Agilent Technologies 
spektrofotometer NanoDrop ND-1000 Thermo Scientific™ 
steklovina (merilni valji, čaše, erlenmajerice, …) Schott Duran 
tehtnica FOB Kern 
tehtnica model 1712 MP8 Sartorius 
termoblok ThermoMixer C Eppendorf 
transiluminator Biometra 
velik inkubator Kambič 
vir napetosti za AGE Hoefer 
vir napetosti za SDS PAGE, Native PAGE in western prenos BioRad 
zmrzovalnik (– 20 °C) Liebherr 
zmrzovalnik (– 80 °C) Thermo Scientific™ 
3.1.2 Kemikalije 
Tabela 2 – Kemikalije 
 
Kemikalija Proizvajalec 
10x CUTsmart za restrikcijo New England Biolabs® 
10x T4 pufer za Golden Gate New England Biolabs® 
2x Rapid pufer za ligacijo Pripravljeno na KI 
5x Phusion GC pufer Thermo Scientific™ 
agaroza Gold Biotechnology 
akrilamid VWR™ 
ampicilin Sigma-Aldrich 
APS Sigma-Aldrich 
benzoaza Merck 
CPI (His Tag) Sigma-Aldrich 
DMSO Sigma-Aldrich 
Dream Taq PCR Master Mix Thermo Scientific™ 
EDTA Sigma-Aldrich 
 17 
 
Kemikalija Proizvajalec 
etanol Sigma-Aldrich 
etidijev bromid (EtBr) Sigma-Aldrich 
Gibson mastermix Pripravljeno na KI 
glicerol Kemika 
glukoza Kemika 
Green Dream Taq PCR Thermo Scientific™ 
gvanidinijev hidroklorid Sigma-Aldrich 
imidazol Sigma-Aldrich 
Instant blue Expedeon 
IPTG Sigma-Aldrich 
K2HPO4 Sigma-Aldrich 
kanamicin Goldbio 
KAPA2F FAST ReadyMix PCR kit Kapabiosystems 
KH2PO4 Sigma-Aldrich 
LB gojišče Sigma-Aldrich 
metanol Kemika 
NaCl Merck 
NaOH Merck 
Ni-NTA Goldbio 
NiSO4 Sigma-Aldrich 
ocetna kislina Sigma-Aldrich 
Phusion® High-Fidelity DNA polimeraza New England Biolabs® 
Plasmid-Safe ATP odvisna DNAza Epicentre 
rSAP (angl. Shrimp Alkaline Phosphatase) New England Biolabs® 
saharoza Sigma-Aldrich 
TEMED Sigma-Aldrich 
Tris Sigma-Aldrich 
Tween-20 Sigma-Aldrich 
urea Sigma-Aldrich 
3.1.3 Raztopine in pufri 
Tabela 3 – Raztopine in pufri za delo z DNA 
 
Raztopina/pufer Sestava 
1 % agarozni gel 1 g agaroze v 100 ml pufra TAE 
6x DNA nanašalni pufer za AGE 0,25 % (v/v) bromfenol modro, 0,25 % (v/v) ksilencianol, 
40 % (w/v) glukoza 
raztopina dNTP za verižno 
reakcijo s polimerazo 
2,5 mM dATP, 2,5 mM dCTP, 2,5 mM dGTP, 2,5 mM 
dTTP v MQ 
reakcijski pufer za lepljenje po 
Gibsonu 
50 mM DTT, 1 mM dATP, 1 mM dCTP, 1 mM dGTP, 
1 mM dTTP in 5 mM NAD 
TAE pufer za AGE 40 mM Tris pH 8,0; 20 mM ocetna kislina, 1 mM EDTA 
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Tabela 4 – Raztopine in pufri za delo s proteini 
 
Raztopina/pufer Sestava 
10 % ločevalni poliakrilamidni 
gel 
1,95 ml 1,5 M Tris pH 8,8; 2,85 ml MQ, 2,55 ml 30 % 
akrilamid, 75 μl APS, 75 μl 10 % (w/v) SDS, 7,5 μl 
TEMED 
10x Native PAGE pufer 30 g Tris pH 8,3; 144 g glicin 
10x SDS PAGE pufer 30 g Tris pH 8,3; 144 g glicin, 10 g SDS 
4 % vstopni (koncentracijski) 
poliakrilamidni gel 
0,938 ml 0,5 M Tris pH 6,8; 2,23 ml MQ, 0,5 ml 30 % 
akrilamid, 75 μl APS, 75 μl 10 % (w/v) SDS, 7,5 μl 
TEMED 
4 % vstopni nativni 
poliakrilamidni gel 
0,938 ml 0,5 M Tris pH 6,8; 2,23 ml MQ, 0,5 ml 30 % 
akrilamid, 75 μl APS, 7,5 μl TEMED 
4x nanašalni pufer za nativno 
elektroforezo 
125 mM Tris-HCl pH 6,8; 40 % (v/v) glicerol, 10 % (v/v) 
β-merkaptoetanol, 0,1 % (w/v) bromfenol modro 
4x nanašalni pufer za SDS (z 
reducentom) 
125 mM Tris-HCl pH 6,8; 138 mM SDS, 40 % (v/v) 
glicerol, 10 % (v/v) β-merkaptoetanol, 0,1 % (w/v) 
bromfenol modro 
8 % ločevalni nativni 
poliakrilamidni gel 
1,3 ml 1,5 M Tris pH 8,8; 2,3 ml MQ, 1,3 ml 30 % 
akrilamid, 50 μl APS, 10 μl TEMED 
HisTrap pufer A 50 mM Tris pH 8,0; 150 mM NaCl 
HisTrap pufer B 50 mM Tris pH 8,0; 150 mM NaCl, 500 mM imidazol 
IEX pufer A 50 mM Tris pH 8,0; 100 mM NaCl 
IEX pufer B 50 mM Tris pH 8,0; 2 M NaCl 
lizni pufer 50 mM Tris pH 8,0; 10 mM imidazol, 1 mM MgCl2, 
0,5 mg/ml lizocim, 15 U/ml benzoaze, proteazni 
inhibitorji CPI 
NiNTA pufer A 50 mM Tris pH 8,0; 150 mM NaCl, 10 mM imidazol 
NiNTA pufer A (nanotelesa) 20 mM imidazol v PBS 
NiNTA pufer B 50 mM Tris pH 8,0; 150 mM NaCl, 20 mM imidazol 
NiNTA pufer C 50 mM Tris pH 8,0; 150 mM NaCl, 250 mM imidazol 
NiNTA pufer C (nanotelesa) 500 mM imidazol v PBS 
NiNTA pufer za izolacijo iz 
netopne frakcije 
50 mM Tris pH 8,0; 150 mM NaCl, 10 mM imidazol, 6 M 
gdnHCl 
PBS pufer 170 mM NaCl; 3,4 mM KCl, 10 mM NaH2PO4, 1,8 mM 
KH2PO4, pH 7,4 
PBST pufer za spiranje 
membrane 
0,01 % Tween 20 v PBS 
pufer za blokiranje membrane 5 % mleko v prahu in 0,01 % Tween 20 v PBS 
pufer za resuspendiranje 
(izolacija iz netopne frakcije) 
50 mM Tris pH 8,0; 150 mM NaCl, 1M Urea, 1 % Triton 
X-100 
pufer za western prenos 25 mM Tris pH 8,3; 192 mM glicin, 20 % (v/v) metanol 
SEC pufer 20 mM Tris pH 7,5; 150 mM NaCl, 10 % v/v glicerol 
StrepTrap pufer A 50 mM Tris pH 8,0; 100 mM NaCl, 1 mM EDTA 
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Raztopina/pufer Sestava 
StrepTrap pufer B 50 mM Tris pH 8,0; 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 2,5 mM 
desthiobiotin 
pufer za regeneracijo HisTrap 50 mM Tris pH 8,0; 150 mM NaCl, 50 mM EDTA 
TES pufer 0,2 M Tris pH 8,0; 0,5 mM EDTA, 0,5 M saharoza 
 
Tabela 5 – Komercialno dostopni kompleti kristalizacijskih pufrov 
 
Ime Proizvajalec 
BCS Screen Molecular Dimensions 
JCSG-plusTM HT-96 Molecular Dimensions 
Morpheus® HT-96 Molecular Dimensions 
PACT premier™ HT-96 Molecular Dimensions 
PEG/Ion Screen Hampton Research 
SG1™ Eco Screen Molecular Dimensions 
Wizard Classic 1 & 2 Molecular Dimensions 
 
3.1.4 Elektroforezni standardi 
Tabela 6 – Elektroforezni standardi 
 
Ime Proizvajalci 
GeneRuler DNA ladder Mix Thermo Scientific™ 
GeneRulerTM 1kb DNA Ladder Thermo Scientific™ 
PageRuler Prestained Protein Ladder Thermo Scientific™ 
 
3.1.5 Plazmidi 
3.1.5.1 pET-41a(+) 
Vsi konstrukti bipiramidalne proteinske kletke so bili pripravljeni na plazmidnem 
vektorju pET-41a(+) (slika 8). Gre za bakterijski vektor, ki omogoča kloniranje in visoko 
raven izražanja proteinov. Vektor ima mesto MCS, znotraj katerega nosi zapis za T7 
promotor, prepoznavna mesta za številne restrikcijske endonukleaze ter zapise za različne 
oznake, ki jih lahko dodamo na N in/ali C-konec proteina. Poleg replikacijskega mesta 
ori, vektor vsebuje tudi replikacijsko regijo iz bakteriofaga f1. Ta ob okužbi s pomožnim 
fagom omogoča proizvajanje virionov z enoverižno DNA, ki ustreza kodirajoči verigi. 
Selekcijski marker vektorja je zapis za odpornost na kanamicin [44]. 
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Slika 8 – Plazmidna karta vektorja pET-41a(+) [44] 
3.1.5.2 pHEN6 
Zapisi za nanotelesa so bili predhodno vstavljeni v ekspresijski vektor pHEN6 (slika 9). 
Ta pred regijo MCS nosi zapis za lac promotor ter sekrecijski signal pelB, ki usmerja 
protein v bakterijsko periplazmo. Za regijo pa imamo zapis za oznako His, ki ga lahko 
dodamo na C konec proteina. Poleg replikacijskega mesta ori (pMB1), vektor vsebuje 
tudi replikacijsko regijo iz bakteriofaga f1. Ta ob okužbi s pomožnim fagom omogoča 
proizvajanje virionov z enoverižno DNA, ki ustreza kodirajoči verigi. Plazmid vsebuje 
tudi zapis za rezistenco na ampicilin, kar omogoča selekcijo celic [45, 46]. 
 
Slika 9 – Plazmidna karta vektorja pHEN6 [46] 
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3.1.5.3 Ostali uporabljeni plazmidi 
Pri pripravi novih genskih konstruktov bipiramidalne kletke, smo večkrat posegli po 
drugih plazmidih, ki so vsebovali iskane zapise za fuzijske proteine (MBP, GFP). Z 
verižno reakcijo s polimerazo smo ustrezne zapise pomnožili ter jih prenesli pred ali za 
zaporedje našega proteina. Navadno smo načrtali začetne oligonukleotide, ki so poleg 
pomnoževanje ustreznega zapisa omogočali tudi hkrati lepljenje DNA po Gibsonu in 
ligiranje DNA preko restrikcijskih mest. 
Zapis za zeleni fluorescentni protein mNeonGreen je bil že predhodno vstavljen v vektor 
pET-41(+), kot fuzijska oznaka proteinskega tetraedra iz obvitih vijačnic. Natančneje gre 
za enega najsvetlejših zelenih fluorescirajočih proteinov, ki je bil predstavljen leta 2013 
[47]. Protein se dobro obnaša kot fuzijska oznaka ter je odličen sprejemnik 
fluorescenčnega resonančnega prenosa energije (FRET) [47]. 
Zapis za MBP je smo pomnožili iz plazmida pET-19b. Ta plazmid ima zapis za rezistenco 
na ampicilin, nakar smo morali biti pozorni pri delu z bakterijami, ki so ga vsebovale. 
 
3.1.6 Encimi 
3.1.6.1 Restrikcijski encimi 
Tabela 7 – Restrikcijski encimi za delo z DNA 
 
Restrikcijski encim Cepitveno mesto Proizvajalec 
AvrII 5'…C
↓CTAGG…3' 
3'…GGATC↑C…5' 
New England Biolabs® 
BamHI 5'…G
↓GATCC…3' 
3'…CCTAG↑G…5' 
Thermo Scientific™ 
BsaI-HF® 5'…GGTCTC(N)1
↓…3' 
3'…CCAGAG(N)5↑…5' 
New England Biolabs® 
NdeI 5'…CA
↓TATG…3' 
3'…GTAT↑AC…5' 
New England Biolabs® 
NheI 5'…G
↓CTAGC…3' 
3'…CGATC↑G…5' 
Thermo Scientific™ 
XbaI 5'…C
↓TCGAG…3' 
3'…AGATC↑T…5' 
New England Biolabs® 
XhoI 5'…T
↓CTAGA…3' 
3'…GAGCT↑C…5' 
Thermo Scientific™ 
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3.1.6.2 Ostali uporabljeni encimi 
Tabela 8 – Uporabljeni encimi pri delu z DNA in proteini 
 
Encim Proizvajalec 
benzoaza Merck 
lizocim Sigma.Aldrich 
fosfataza rSAP (angl. Shrimp Alkaline Phosphatase) New England Biolabs® 
T4 ligaza New England Biolabs® 
TEV proteaza pripravljena na Kemijskem Inštitutu 
 
3.1.7 Začetni oligonukleotidi 
Tabela 9 – začetni oligonukleotidi za preverjanje DNA nukleotidnega zaporedja 
 
Oznaka Nukleotidno zaporedje 5' 3' 
T7 For (95) TAATACGACTCACTATAGG 
T7 Rev (3711) CTAGTTATTGCTCAGCGGT 
BIPAPH_seq_R GCCAGGCCCACTACC 
BIPAPH_linkerA_F GGCTCAGGTCCGGGT 
BIPAPH_linkerE_R ACCCGGACCCGAACC 
MBP_BIPAPH_seq_primer ATTAACGCCGCCAGTCCGAACAAAAG 
 
Tabela 10 – začetni oligonukleotidi za pripravo osnovnega konstrukta BIPAPH 
 
Oznaka Nukleotidno zaporedje 5' 3' 
GG19F GCGCGCTAGCGGTCTCCCTCAGGTCCGGGTCTGGAGGAGG
AACTGAAGCAGC 
GG20R CGCGCCTAGGGGTCTCGCTGAACCCAGCTTCTCTTTCAACTG
CGCTAA 
GG21F CGCGGCTAGCGGTCTCCAGTGGTCCGGGTCTGGAGGAGGA
ACTGAAGCAGC 
GG22R GCGCCCTAGGGGTCTCGCTACCCAGCTTCTCTTTCAACTGCG
CTAA 
GG23F GCGCGCTAGCGGTCTCCGCTCTGGCCCGGGCCTGGAGGAG
GAACTGAAGCAGC 
GG24R CGCGCCTAGGGGTCTCCCCCACTACCCAGCTTCTCTTTCAAC
TGCGCTAA 
GG25F GCGCGCTAGCGGTCTCCCCCTGGTAGTCCGGAGGACGAAAT
TCG 
GG26R CGCGCCTAGGGGTCTCGCTCGAGGCGCGCGGGATCCACGT
TCCAGCTGGTAAATCTCTTG 
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Oznaka Nukleotidno zaporedje 5' 3' 
GG27F GCGCGCTAGCGGTCTCCCACGGATCCGGCCCGGGTCTGGA
GGAGGAACTGAAGCAGC 
GG28R CGCGCCTAGGGGTCTCCTACCCAGCTTCTCTTTCAACTGCGC
TAA 
 
Tabela 11 – začetni oligonukleotidi za pripravo dvojno označenih konstruktov s His in Strep 
oznako 
 
Oznaka Nukleotidno zaporedje 5' 3' 
F_HIS_TEV_BIPAPH_STREP GAGAACCTGTATTTTCAAGGCCATATGAGCCCGGAGG
ACGAGATTC 
R_HIS_TEV_BIPAPH_STREP GCTTTGTTTAGCAGCCTAGGTTATTATTTTTCAAACTG
CGGATGGCTCCACGCGCTCTCGAGATACTTCAGTTCG
CTAATCTTTTCTTC 
F_HIS_GFP_BIPAPH_STREP CTTTAAGAAGGAGATATACCATGGGCCATCACCATCA
TCATC 
 
Tabela 12 – začetni oligonukleotidi za pripravo (in urejanje) konstukta z MBP fuzijskim 
proteinom 
 
Oznaka Nukleotidno zaporedje 5' 3' 
F_MBP_TEV_BIPAPH_HIS GAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGA 
R_MBP_TEV_BIPAPH_HIS GGCGAATCTCGTCCTCCGGGCTCATATGGCCCTGAAA
ATATAAATTTTCTTTAGTAATGC 
F1_HIS_MBP_TEV_BIPAPH TAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGGG
CCATCACCATCATCACCATCATCACATGAAAATCGAAG
AAGGTAAACTGGTA 
R1_HIS_MBP_TEV_BIPAPH CTGCCTTGAAAATACAGGTTCTCGCCACCACTCCCGC
CTTTAGTAATGCGAGTCTGCGCG 
F2_HIS_MBP_TEV_BIPAPH GGAGTGGTGGCGAGAACCTGTATTTTCAAGGCAGCG
GAGGTCATATGAGCCCGGAGGACG 
R2_HIS_MBP_TEV_BIPAPH GGCTTTGTTTAGCAGCCTAGGTATTAATCAATTACTCG
AGCTCGAGATACTTCAGTTCG 
F3_HIS_MBP_TEV_BIPAPH TAATTGATTAATACCTAGGCTGCTAAACAAAGCC 
R3_HIS_MBP_TEV_BIPAPH CATGGTATATCTCCTTCTTAAAGTTAAACAAAATTATTT
CTAGA 
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3.1.8 Protitelesa 
Tabela 13 – Protitelesa za detekcijo proteinov po prenosu western 
 
Protitelo Opis Proizvajalec 
Anti-mouse IgG-HRP s HRP konjugirano kozje 
sekundarno protitelo proti mišjim 
primarnim protitelesom 
Jackson ImmunoResearch 
Anti-His primarno mišje protitelo proti His 
oznaki 
Qiagen 
Anti-Strep Primarno mišje protitelo proti 
Strep oznaki 
Qiagen 
 
3.1.9 Kompleti reagentov 
Tabela 14 – Kompleti reagentov 
 
Ime Uporaba Proizvajalec 
GeneJET Gel Extraction Kit izolacija DNA iz 
agaroznega gela 
Thermo Scientific™ 
GeneJET Plasmid Miniprep Kit izolacija plazmidne 
DNA 
Thermo Scientific™ 
Pierce™ ECL Western Blotting 
Substrate 
detekcija proteinov po 
western prenosu 
Thermo Scientific™ 
 
3.1.10 Gojišča za gojenje bakterijskih celic E.coli 
Tabela 15 – Gojišča za gojenje bakterijskih celic E. coli 
 
Ime Sestava 
tekoči LB* 25 g/l LB 
trdni LB (agarne plošče)* 25 g/l LB, 15 g/L agar 
TB* 2,3 g/l KH2PO4, 16,4 g/l K2HPO•3H2O, 12 g/l tripton, 
24 g/l kvasni ekstrakt in 4 ml/l glicerola 
* za bakterijsko selekcijo v gojišča dodamo tudi ustrezne antibiotike glede na zapis za rezistenco, 
ki ga ima celica na plazmidu (ampicilin – 100 μg/ml, kanamicin – 50 μg/ml,…) 
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3.1.11 Bakterijske kulture 
Tabela 16 – Bakterijske kulture 
 
Bakterijski sev Uporaba Proizvajalec 
E. coli BL21 (DE3) 
PlysS 
F– ompT hsdSB (rB–, mB–) gal dcm (DE3) 
pLysS (CamR) 
Thermo Scientific™ 
E. coli DH5α F– φ80lacZΔM15 Δ(lacZYA-argF) U169 
recA1 endA1 hsdR17(rK–, 
mK+) phoA supE44 λ– thi-1 gyrA96 relA1 
Thermo Scientific™ 
E. coli WK6 F' lacIq delta(lacZ)M15 proA+B+ 
delta(lac­proAB) galE rpsL 
/ 
E. coli NiCo21 (DE3) can::CBD fhuA2 [lon] ompT gal (λ DE3) 
[dcm] arnA::CBD slyD::CBD glmS6Ala 
∆hsdS λ DE3 = λ sBamHIo ∆EcoRI-B 
int::(lacI::PlacUV5::T7 gene1) i21 ∆nin5 
New England Biolabs 
E. coli TOP 10 F– mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) 
φ80lacZΔM15 ΔlacX74 recA1 araD139 
Δ(ara-leu)7697 galU galK 
λ– rpsL(StrR) endA1 nupG 
Thermo Scientific™ 
 
3.1.12 Kolone in polnila za kromatografijo 
Tabela 17 – Komercialne kolone 
 
Kolona Proizvajalec 
HisTrap™ HP 5 ml GE Healthcare 
PD-10  GE Healthcare 
StrepTrap™ HP 5 ml GE Healthcare 
 
Tabela 18 – Polnila in kolone 
 
Polnilo Proizvajalec Kolona Proizvajalec 
HiLoad Superdex 200 GE Healthcare 26/600 XK GE Healthcare 
NiNTA Goldbio plastična kolona / 
Anionski izmenjevalec 
Source15Q 
GE Healthcare 16/100 XK GE Healthcare 
Superdex 200 GE Healthcare 10/300 GE Healthcare 
Anionski izmenjevalec 
DEAE sefaroza 
GE Healthcare 16/100 XK GE Healthcare 
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3.2 Metode 
3.2.1 Metode molekulskega kloniranja 
3.2.1.1 Verižna reakcija s polimerazo (PCR) 
Verižna reakcija s polimerazo (PCR) je metoda za pomnoževanje fragmentov DNA, ki 
smo jo v sklopu raziskovalnega dela uporabljali za različne namene. Za preverjanje 
velikosti DNA fragmentov, smo uporabili manj natančno DreamTaq DNA polimerazo, 
za natančno pomnoževanje fragmentov DNA, ki smo jih uporabili za pripravo končnih 
konstruktov, pa smo koristili polimerazi Kapa ali Phusion. 
Velikosti fragmentov smo navadno preverjali s PCR na osnovi ene kolonije, kjer smo 
namesto matrične DNA v reakcijsko mešanico s sterilnim nastavkom za pipete prenesli 
eno kolonijo. Kadar smo velikost fragmentov DNA preverili s kapilarno elektroforezo, 
smo uporabili DreamTaq PCR Master Mix, za preverjanje na agaroznem gelu pa smo 
uporabili DreamTaq Green PCR Master Mix. 
Sestavo reakcijskih mešanic in PCR program smo pripravili glede na navodila 
proizvajalca (tabela 19-24) [48-51]. 
Tabela 19 – Sestava reakcijske mešanice PCR za DNA polimerazo DreamTaq 
 
Komponenta Založna koncentracija Volumen 
smerni začetni oligonukleotid (0,5 μM) 10 μM 1,25 μl 
protismerni začetni oligonukleotid (0,5 μM) 10 μM 1,25 μl 
matrična DNA (1 kolonija) / 1 μl (/) 
DreamTaq (Green) PCR Master Mix 2x 12,5 μl 
MQ / 8,5 μl (9,5 μl) 
 Skupni volumen: 25 μl 
 
Tabela 20 – Program PCR reakcije za DNA polimerazo DreamTaq  
 
Stopnja  Temperatura Čas Število ciklov 
začetna denaturacija  95 °C 3 min 1 
pomnoževanje DNA denaturacija 95 °C 30 s 
25-40  
prileganje začetnih 
oligonukleotidov Tm - 5 30 s 
 podaljševanje 72 °C 1 min/kb 
končno podaljševanje  72 °C 5 min 1 
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Tabela 21 - Sestava reakcijske mešanice PCR za DNA polimerazo KAPA2G  
 
Komponenta Založna koncentracija Volumen 
smerni začetni oligonukleotid (0,5 μM) 10 μM 1,25 μl 
protismerni začetni oligonukleotid (0,5 μM) 10 μM 1,25 μl 
matrična DNA / 1 μl 
2X KAPA2G Fast ReadyMix 2x 12,5 μl 
MQ / 8,5 μl 
 Skupni volumen: 25 μl 
 
Tabela 22 – Program PCR reakcije za DNA polimerazo KAPA2G  
 
Stopnja  Temperatura Čas Število ciklov 
začetna denaturacija  95 °C 3 min 1 
pomnoževanje DNA denaturacija 95 °C 15 s 
25-40  
prileganje začetnih 
oligonukleotidov Tm - 5 30 s 
 podaljševanje 72 °C 15 s/kb 
končno podaljševanje  72 °C 1 min/kb 1 
 
Tabela 23 – Sestava reakcijske mešanice PCR za DNA polimerazo Phusion 
 
Komponenta Založna koncentracija Volumen 
smerni začetni oligonukleotid (0,5 μM) 10 μM 1,25 μl 
protismerni začetni oligonukleotid (0,5 μM) 10 μM 1,25 μl 
matrična DNA / 1 μl 
dNTP raztopina (200 μM) 2,5 mM 1,6 μl 
GC pufer 5x 4 μl 
DMSO (3 %) / 0,6 μl 
Phusion DNA polimeraza (1U/50 μl) 100x 0,2 μl 
MQ / 10,1 μl 
 Skupni volumen: 20 μl 
 
Tabela 24 – Program PCR reakcije za DNA polimerazo Phusion  
 
Stopnja  Temperatura Čas Število ciklov 
začetna denaturacija  98 °C 30 s 1 
pomnoževanje DNA denaturacija 98 °C 10 s 
25-35  
prileganje začetnih 
oligonukleotidov Tm - 5 30 s 
 podaljševanje 72 °C 30 s/kb 
končno podaljševanje  72 °C 5 min 1 
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3.2.1.2 Agarozna gelska elektroforeza (AGE) 
Rezultate reakcij PCR in kontrolnih restrikcij preverjamo z ločevanje DNA po velikosti 
z agarozno gelsko elektroforezo. Navadno smo uporabljali 1 % agarozni gel, ki smo ga 
pripravili tako, da smo v 100 ml 1x TAE pufra dodali 1 g agaroze, jo raztopili s 
segrevanjem v mikrovalovni pečici ter, ko se je raztopina nekoliko ohladila, dodali 8 μl 
EtBr. Vse skupaj smo dobro premešali, vlili v nastavek za gel, dodali glavnik za žepke 
ter počakali 30 min, da se je gel strdil. Gel smo prenesli v kadičko za elektroforezo ter 
dodali standard (GeneRuler DNA ladder Mix ali GeneRulerTM 1kb DNA Ladder) in 
vzorce, ki smo jim predhodno dodali 6x nanašalni pufer do končne 1x koncentracije. 
Elektroforezo smo priklopili na vir napetosti, nastavili na 120 V ter pustili teči za 30-
40 min. Gel smo na koncu slikali pod UV svetlobo. 
3.2.1.3 Izolacija DNA iz agaroznega gela 
DNA iz agaroznega gela smo izolirali z uporabo GeneJET Gel Extraction Kit po navodilih 
proizvajalca. Najprej smo pod UV svetlobo iz agaroznega gela s skalpelom natančno 
izrezali fragmente DNA ustreznih velikosti ter jih prenesli v mikrocentrifugirke. Z 
dodatkom posebnega pufra in inkubacijo na 65 °C smo koščke izrezanega gela raztopili 
ter raztopino nanesli na kolono. Kolono smo večkrat spirali nato pa smo DNA eluirali z 
20-30 μl MQ. Koncentracijo izoliranih fragmentov DNA smo preverili s 
spektrofotometrom NanoDrop. 
3.2.1.4 Kapilarna elektroforeza 
Uspešnost reakcij PCR smo poleg AGE lahko preverili tudi s kapilarno elektroforezo 
QIAxcel Advanced. Poleg naših vzorcev smo v napravo vsakič naložili tudi markerje za 
poravnavo, ki kompenzirajo migracijske razlike med posameznimi kapilarami. Po koncu 
procesa nam računalnik vizualizira velikosti DNA fragmentov v vzorcih. 
3.2.1.5 Izolacija plazmidne DNA 
Plazmidno DNA smo iz bakterijske kulture izolirali z uporabo GeneJET Plasmid 
Miniprep Kit po navodilih proizvajalca. 10 ml prekonočne kulture smo centrifugirali 5 
min pri 5000 g ter nato pelet s celicami resuspendirali v ustreznem pufru. Dodali smo 
pufer za lizo celic, ga čez 5 min nevtralizirali ter vse skupaj centrifugirali pri 16.000 g za 
10 min. Supernatant s plazmidno DNA smo nanesli na kolono ter jo večkrat spirali. Na 
koncu smo DNA eluirali z 20-30 μl MQ ter koncentracijo plazmidne DNA preverili s 
spektrofotometrom NanoDrop. 
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3.2.1.6 Določanje koncentracije DNA 
Koncentracijo DNA smo določali spektrofotometrično z napravo NanoDrop ND-1000. 
Ta z merjenjem absorbance pri 260 nm preko Beer-Lambertovega zakona določi 
koncentracijo DNA v raztopini. Prav tako nam naprava na osnovi razmerja absorbance 
pri 260 in 280 nm, poda oceno čistosti izolirane DNA. Razmerje čiste DNA je navadno 
1,8, medtem ko so višje vrednosti znak prisotnosti RNA, nižje pa znak kontaminacije s 
proteini. 
3.2.1.7 Restrikcija 
Rezanje DNA pri pripravi konstruktov ali pri izvedbi kontrolne restrikcije smo izvedli z 
uporabo restrikcijskih endonukleaz. Gre za encime, ki po prepoznavi specifičnega DNA 
zaporedja cepijo dvoverižno DNA. Navadno smo reakcijo restrikcije izvedli v pufru 
CUTsmart. Na spletni strani nebcloner.neb.com smo preverili aktivnost encimov v 
dotičnem pufru ter v primeru, da je kateri izmed encimov imel aktivnost manjšo od 100 
%, smo bodisi povečali število enot encima bodisi podaljšali čas inkubacije. 
Pripravili smo reakcijsko mešanico (tabela 25) ter jo 1h inkubirali pri 37 °C. Po poteku 
reakcije smo mešanico nanesli na agarozni gel.  
Tabela 25 – Sestava restrikcijske mešanice 
 
Komponenta Volumen 
DNA 1 μg* 
10x CUTsmart pufer 5 μl 
Restrikcijski encim 1** 1 μl (10U) 
Restrikcijski encim 2** 1 μl (10U) 
MQ do 50 μl 
* pri večjih količinah DNA sorazmerno povečamo količino restrikcijskih encimov ali podaljšamo čas inkubacije 
** v primeru, da sta oba restrikcijska encima Time-Saver™, zadostuje tudi 15 min inkubacije pri 37 °C 
3.2.1.8 Defosforilacija DNA 
Encim rSAP (angl. Shrimp Alkaline Phosphatase) je alkalna fosfataza, ki nespecifično 
katalizira defosforilacijo 5' in 3' koncev monofosfatnih estrov DNA in RNA. V primerih 
kjer smo pri restrikciji plazmida dobili komplementarne lepljive konce (rezanje z eno 
restriktazo ali dvema restriktazama, ki tvorita enake previse – npr. NheI in AvrII) smo 
uporabili fosfatazo rSAP za preprečevanje zapiranja plazmida samega vase med ligacijo. 
Pripravili smo reakcijsko mešanico (tabela 26) ter jo inkubirali 30 min pri 37 °C. Po 
poteku reakcije smo encim toplotno deaktivirali s 5 minutno inkubacijo pri 65 °C. 
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Tabela 26 – Sestava reakcijske mešanice defosforilacije 
 
Komponenta Volumen 
DNA 1 μg* 
10x CUTsmart pufer 2 μl 
rSAP 1 μl (1U) 
MQ do 20 μl 
*pri večji količini DNA sorazmerno povečamo tudi število enot fosfataze 
3.2.1.9 Ligacija 
Združevanje rezanega plazmidnega vektorja in ustreznih insertov smo izvedli s T4 DNA 
ligazo. Ta s tvorbo fosfodiesterske vezi kovalentno poveže konce DNA.  
Reakcijo ligacije smo izvedli tako, da smo zmešali rezan vektor (50 ng) in ustrezen insert 
v molarnem razmerju 1:3. Temu smo dodali 4 μl 5x Rapid pufra, 1 μl T4 ligaze ter z MQ 
dopolnili do 20 μl. Reakcijsko mešanico smo inkubirali 20 min na sobni temperaturi, nato 
dodali 80 μl MQ ter 50 μl razredčene mešanice uporabili za transformacijo bakterijskih 
celic. 
3.2.1.10 Metoda lepljenja po Gibsonu 
Lepljenje po Gibsonu omogoča sestavljanje dveh ali več molekul DNA s 
komplementarnimi konci v samo eni reakciji. Metoda koristi eksonukleazo, ki iz 5' 
koncev fragmentov DNA odstranjuje nukleotide ter tvori komplementarne previse, ki se 
med seboj povežejo. V reakcijski mešanici imamo tudi DNA polimerazo, ki zapolni 
manjkajoče nukleotide med fragmenti, ter DNA ligazo, ki poveže konce s tvorbo 
fosfodiesterske vezi (slika 10) [52]. 
 
Slika 10 - Shema lepljenja po Gibsonu. Linearni molekuli DNA (modra in rdeča) si delita 20-40 bp 
komplementarnega zaporedja (siva). 5' eksonukleaza odstrani nukleotide iz 5' konca dvoverižne DNA, 
komplementarna previsa se povežeta, DNA polimeraza zapolni manjkajoče nukleotide in DNA ligaza 
poveže konce s tvorbo fosfodiesterske vezi. Povzeto po [52]. 
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Na Kemijskem Inštitutu so pripravili Gibson MasterMix, ki vsebuje vse potrebne 
komponente za lepljenje po Gibsonu. Pripravljene fragmente DNA s komplementarnimi 
konci (20-40 bp) smo dodali v Gibson MasterMix (tabela 27) ter mešanico inkubirali 1 h 
pri 50 °C, nato pa z vsem skupaj transformirali bakterijske celice. 
Tabela 27 – Reakcijska mešanica za lepljenje po Gibsonu 
 
Komponenta Volumen 
Gibson MasterMix 15 μl 
DNA fragmenti 10 - 100 ng/fragment 
MQ do 20 μl 
 
3.2.1.11 Metoda lepljenja Golden Gate 
Z metodo Golden Gate lahko v samo enem koraku v zaporedju zložimo več ločenih 
insertov DNA na destinacijski vektor. Reakcija temelji na delovanju restrikcijske 
endonukleaze tipa IIs – BsaI, ki reže DNA izven prepoznavnega mesta in povzroči 
nastanek lepljivih koncev s štirimi nukleotidi (slika 11). Prednosti metode so, da 
restrikcija in ligacija potekata znotraj ene reakcije ter da končen konstrukt ne pusti 
brazgotine, kot posledice uporabe restrikcijskih encimov [53]. 
 
Slika 11 - Primerjava restrikcijskih endonukleaz tipa II in IIs. Restriktaze tipa II cepijo 
znotraj prepoznavnega zaporedje (zgoraj), medtem ko restriktaze tipa IIs cepijo izven 
prepoznavnega mesta (spodaj). 
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Inserti DNA, ki jih želimo zložiti skupaj, morajo biti predhodno vključeni na plazmid. 
Zapisi morajo biti obdani s prepoznavnima mestoma za BsaI restriktazo ter štirimi 
nukleotidi, ki bodo omogočali povezovanje. Predhodno mora biti pripravljen tudi 
destinacijski vektor, ki se od ostalih plazmidov razlikuje v zapisu za rezistenco ter 
orientaciji prepoznavnega mesta za BsaI (slika 12). Za destinacijski vektor je smiselno 
uporabiti ekspresijski vektor, ki bo omogočal neposredno izražanje pripravljenega 
konstrukta. 
 
 
Slika 12 – Shema zlaganja treh insertov DNA v destinacijski vektor v enem koraku. Zapisi 
z inserti so obdani s prepoznanvnimi mesti za BsaI v orientaciji, ki omogoča nastanek lepljivih 
previsov s štirimi nukleotidi. Na destinacijskem vektorju sta prepoznavni mesti za BsaI orientirani 
nasprotno, kar omogoči lepljenje končnega konstrukta v vektor. ccdB kodira za toksin, ki inhibira 
delovanje encima giraze, kije ključen za razvitje DNA. Tako preživijo le celice, ki tega zapisa ne 
vsebujejo. Povzeto po [53]. 
Reakcijsko mešanico za Golden Gate smo pripravili po tabeli 28 ter jo inkubirali v 
cikličnem termostatu po programu (tabela 29). Po inkubaciji smo dodali 0,25 μl Plasmid-
Safe DNAze (za razgradnjo odvečne linearne DNA), 0,5 μl ATP ter vse skupaj inkubirali 
15 min na 37 °C. Po koncu smo s celotno vsebino transformirali bakterijske celice. 
 
 
Tabela 28 – Sestava reakcijske mešanice za Golden Gate 
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Komponenta* Volumen 
inserti (na plazmidu) 100 ng/insert 
destinacijski vektor 100 ng 
10x T4 ligazni pufer 1 μl 
BsaI-HF® 0,25 μl 
T4 ligaza (10x redčena) 0,5 μl 
MQ do 10 μl 
* komponente zmešamo po vrsti od zgoraj navzdol 
Tabela 29 – Program za Golden Gate 
 
Temperatura Čas Število ciklov 
37 °C 5 min 
25 
16 °C 10 min 
16 °C 20 min 
1 37 °C 30 min 
75 °C 6 min 
 
3.2.1.12 Transformacija E. coli 
Plazmidno transformacijo kompetentih celic E. coli smo opravili s toplotnim šokom. 
Hitra sprememba temperature poveča permeabilnost membrane in omogoči prehod DNA 
v notranjost celice. Za namene molekulskega kloniranja smo transformirali bakterijske 
celice E. coli DH5α in TOP 10, za čezmerno izražanje proteinov pa smo transformirali 
celice E. coli NiCo21 (DE3). 
200 μl kompetentnih celic E. coli smo na ledu odtalili, jim dodali 1 μl (50-100 ng) DNA 
ter jih dalje 30 min inkubirali na ledu. Toplotni šok smo opravili z 2 minutno inkubacijo 
na 42 °C, nato pa smo celice ohladili na ledu, jim dodali 1 ml LB (brez antibiotika) ter jih 
45 min stresali pri 37 °C (500 rpm). Celice smo nato centrifugirali pri 5000 g za 5 min, 
jih resuspendirali v 50 μl LB ter jih razmazali na trdno LB gojišče z ustreznim 
antibiotikom. 
3.2.1.13 Določanje nukleotidnega zaporedja 
Za preverjanje pravilnosti nukleotidnega zaporedja, smo pripravljene DNA konstrukte 
poslali na sekveniranje (Eurofins Genomics). V mikrocentrifugirko smo zmešali 400-
500 ng plazmidne DNA, ustrezen začetni oligonukleotid (2,5 μM) ter z MQ dopolnili do 
10 μl. Prejete sekvence smo analizirali s programom Chromas 2.6 (Technelysium Pty 
Ltd) in spletnim programom za poravnavo zaporedij – Clustal Omega. 
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3.2.2 Gojenje celic in izražanje proteinov 
3.2.2.1 Priprava prekonočne kulture 
Prekonočno kulturo pripravimo z nacepljanjem 10-100 ml tekočega LB gojišča. S 
sterilnim nastavkom za pipete smo se dotaknili ene kolonije na agarni plošči ter jo prenesli 
v tekoče gojišče z ustreznim antibiotikom. Celice smo čez noč (16 h) gojili v stresalniku 
pri 37 °C na 160 rpm. Naslednji dan smo bakterijske celice uporabili za pripravo trajne 
kulture, izolacijo plazmidne DNA ali inokulacijo tekočih LB gojišč. 
3.2.2.2 Test topnosti proteina 
Pri izbiri primernih pogojev za čezmerno ekspresijo preiskovanega proteina je smiselno 
opraviti test topnosti (protokol prirejen po [54]). Protein v celicah izrazimo pri različnih 
pogojih ter na koncu preko SDS PAGE gela ocenimo izražanje proteina ter razmerje 
prisotnosti proteina v topni in netopni frakciji. 
Tekoče LB gojišče z ustreznim antibiotikom smo inokulirali s prekonočno kulturo do 
OD600 0,1 ter celice stresali pri 37 °C na 160 rpm, dokler OD600 ni dosegel vrednosti 0,5-
0,7. Nato smo kulture inducirali z dodatkom IPTG do končne koncentracije med 0,25 mM 
in 1 mM ter celice za različen čas dalje gojili pri temperaturah med 25 °C in 37 °C. 10 ml 
vsake celične kulture smo centrifugirali pri 5500 g za 5 min ter jih zamrznili na – 20 °C. 
Celice smo nato resuspendirali v 0,5 ml liznega pufra ter jih z ultrazvokom lizirali na 
ledu. Soniciranje smo izvajali z mikrosondo, efektivno soniciranje 30 s v intervalih s 
sekundnim pulzom in 3 sekundno pavzo (40 % amplituda). Celični lizat smo nato 
centrifugirali pri 16.000 g za 30 min na 4 °C. Netopno frakcijo smo resuspendirali v 0,5 
ml liznega pufra z dodanim detergentom SDS ter jo skupaj s topno frakcijo analizirali z 
SDS PAGE. 
3.2.2.3 Izražanje proteinov 
Čezmerno ekspresijo konstruktov bipiramidalne proteinske kletke smo izvedli v celicah 
E. coli NiCo21 (DE3) v tekočem gojišču LB, izražanje nanoteles pa v celicah E. coli WK6 
ter v tekočem gojišču TB. Tekoče gojišče z ustreznim antibiotikom smo inokulirali s 
prekonočno kulturo do OD600 0,1 ter celice stresali pri 37 °C na 160 rpm, dokler OD600 ni 
dosegel vrednosti med 0,5-0,7. Izražanje proteina smo inducirali z dodatkom IPTG 
(navadno do končne koncentracije 1 mM) ter celice pustili stresati dodatne 4 h pri 30 °C 
(velja za bipiramidalne proteinske kletke) oz. čez noč pri 28 °C (velja za nanotelesa). 
Celice smo centrifugirali pri 5500 g za 5 min ter jih zamrznili na – 20 °C. 
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3.2.2.4 Liza celic 
Celice smo resuspendirali v liznem pufru (3,5 ml na gram celic) ter jih z ultrazvokom 
lizirali na ledu. Program soniciranja smo izvedli dvakrat po 1 min v intervalih s 
sekundnim pulzom in 3 sekundno pavzo (55 % amplituda). Celični lizat smo nato 
centrifugirali pri 16.000 g za 30 min na 4 °C ter supernatant pred nanosom na kolono 
filtrirali čez 0,45 μm filter. 
3.2.2.5 Izolacija iz periplazme 
Celice smo s pipetiranjem resuspendirali na ledu v pufru TES (12 ml na 1 liter kulture). 
Nato smo dodali 4x razredčen pufer TES (18 ml na liter kulture) ter centrifugirali pri 8000 
g za 30 min na 4 °C. Supernatant s proteinskim ekstraktom iz periplazme smo pred 
nanosom na kolono filtrirali čez 0,45 μm filter. 
3.2.3 Metode izolacije proteinov 
Čiščenje proteinov smo izvedli na gravitacijskih kolonah ali kolonah priklopljenih na 
napravo za FPLC. Ker smo imeli opravka z delikatnim proteinom, smo poizkusili več 
različnih protokolov izolacije. Najosnovnejši pristop je bil sestavljen iz treh korakov – 
najprej nikelj afinitetne in ionsko izmenjevalne kromatografije ter na koncu gelsko 
izključitvene kromatografije. Po izolaciji smo proteine zamrznili v tekočem dušiku ter jih 
shranili na – 80 °C. 
3.2.3.1 Gravitacijska NiNTA 
Navadno smo nikelj afinitetno čiščenje izvedli gravitacijsko v plastični koloni z 
membrano v katero smo dodali 1,3 ml polnila NiNTA na liter kulture (~ 0,5 ml polnila 
na gram celic). Kolono smo sprali z MQ in ekvilibrirali s pufrom A, nato pa nanesli 
filtriran vzorec. Kolono smo nato temeljito spirali s pufrom A (~ 400 ml), pufrom B (~ 
400 ml) ter eluirali s pufrom C (~ 20-30 ml). Potek elucije smo spremljali 
spektrofotometrično z merjenjem absorbance pri 280 nm ter jo prekinili, ko je bila ta nižja 
od 0,1. 
3.2.3.2 HisTrap 
Nikelj afinitetno čiščenje smo izvajali tudi na 5 ml koloni HisTrap™ HP. Kolono smo 
sprali z MQ in ekvilibrirali s pufrom A, ki je bil predhodno filtriran in degaziran, ter nanj 
nanesli vzorec, filtriran čez 0,22 μm filter. Kolono smo temeljito spirali s pufrom A ter 
nato nastavili gradientno elucijo s pufrom B, do končne koncentracije imidazola 500 mM 
(100 % pufer B). Zbirali smo frakcije po 1 ml. 
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3.2.3.3 StrepTrap 
Čiščenje preko oznake Strep smo izvedli na 5 ml koloni StrepTrap™ HP. Kolono smo 
sprali z MQ in ekvilibrirali s pufrom A, ki je bil predhodno filtriran in degaziran, ter nanj 
nanesli vzorec, filtriran čez 0,22 μm filter. Kolono smo temeljito spirali s pufrom A ter 
proteine eluirali s 30 ml pufra B, ki vsebuje 2,5 mM desthiobiotin. Zbirali smo frakcije 
po 1 ml. 
3.2.3.4 Ionsko izmenjevalna kromatografija (IEX) 
IEX smo izvajali na koloni z anionskim izmenjevalcem Source15Q ali DEAE sefarozo. 
Kolono smo ekvilibrirali s pufrom A, ki je bil predhodno filtriran in degaziran, ter nanj 
nanesli vzorec, filtriran čez 0,22 μm filter. Kolono smo temeljito spirali s pufrom A ter 
nato nastavili gradientno elucijo s pufrom B. NaCl je 50 min naraščal do končne 
koncentracije 550 mM (20 % pufer B). Zbirali smo frakcije po 2-4 ml.  
3.2.3.5 Gelska izključitvena kromatografija (SEC) 
SEC smo izvajali na koloni s HiLoad Superdex 200 polnilom. Kolono smo ekvilibrirali s 
SEC pufrom, ki je bil predhodno filtriran in degaziran, ter nanj nanesli vzorec (do 12 ml), 
po potrebi koncentriran in filtriran čez 0,22 μm filter. Ločevanje vzorca na koloni je 
potekalo pri pretoku 2,6 ml/min; zbirali pa smo frakcije po 4 ml. 
3.2.3.6 Cepitev s TEV proteazo 
Pri nekaterih fuzijskih proteinih smo tekom izolacije proteolitično odcepili peptidno 
oznako s TEV proteazo. Proteinom s koncentracijo med 0,1 do 0,5 mg/ml smo dodali 
TEV proteazo do končne koncentracije 125 µg/ml, inkubirali 2 h pri sobni temperaturi 
ter čez noč pri 4 °C. Raztopino filtrirano čez 0,22 μm filter smo nanesli na plastično 
kolono z membrano v katero smo predhodno dodali 2,5 ml NiNTA polnila, jo sprali z 
MQ ter ekvilibrirali s IEX pufrom A (brez imidazole). Zbirali smo raztopino, ki je tekla 
skozi kolono. 
3.2.4 Metode za analizo in karakterizacijo proteinov 
3.2.4.1 Koncentriranje proteinov 
Proteine smo koncentrirali z namenom, da dosežemo ustrezno koncentracijo za nadaljnje 
analize ali ustrezen volumen vzorca za nanos na SEC. Koncentriranje smo izvajali s 
centrifugalnimi koncentratorji Amicon®. Uporabljali smo centrifugalne filtre z MWCO 
30 kDa za bipiramidalno proteinsko kletko in njene izpeljanke ter filtre z MWCO 3 kDa 
za nanotelesa in komplekse z nanotelesi. Vzorce smo koncentrirali s centrifugiranjem v 
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rotorju s stalnim nagibom na 4 °C pri 5000 g za 15 ml koncentrator, 7500 g za 4 ml 
koncentrator in 14.000 g za 0,5 ml koncentrator. 
3.2.4.2 Dializa 
Zamenjavo pufra vzorcev smo opravili z dializnimi epicami D-Tube™ ali dializnim 
črevesom Spectra/Por®. Dializa je bila potrebna predvsem v namen kristalizacije, da smo 
poenotili sestavo pufra bipiramidalne proteinske kletke in nanoteles ter odstranimo 
glicerol. Navadno smo vzorce dializirali v tarčnem pufru z 500-1000x večjim volumnom 
preko noči na 4 °C. 
3.2.4.3 Razsoljevanje 
Za razsoljevanje proteinov smo uporabljali gravitacijsko kolono PD-10 s polnilom 
Sephadex G-25. Do 2,5 ml vzorca smo nanesli na kolono ter dodali ustrezen pufer. Zbirali 
smo frakcije po 0,5 ml ter v njih spektrofotometrično preverili prisotnost proteinov.  
3.2.4.4 Določanje koncentracije proteinov 
Koncentracije proteinov smo določali spektrofotometrično z napravo NanoDrop ND-
1000 ali s spektrofotometrom Cary 8454 UV-VIS. Izmerjeno absorbanco pri 280 nm smo 
preko Beer-Lambertovega zakona pretvorili v koncentracijo z uporabo ekstinkcijskih 
koeficientov pridobljenih iz spletnega orodja ProtParam. 
3.2.4.5 SDS PAGE 
Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti SDS je metoda za ločevanje proteinov 
po velikosti, s katero smo spremljali potek izolacije proteinov ter preverjali proteinsko 
homogenost vzorcev. 
Za ločevanje proteinov smo uporabljali 10 % zamrežen ločevalni (tabela 30) in 4 % 
vstopni (koncentracijski) gel (tabela 31). 
Tabela 30 – Sestava 10 % ločevalnega gela za SDS PAGE 
 
Komponenta Volumen 
1,5 M Tris pH 8,8 1,95 ml 
MQ 2,85 ml 
30 % akrilamid/bisakrilamid 2,55 ml 
10 % (w/v) SDS 75 μl 
APS 75 μl 
TEMED 7,5 μl 
 
 
 38 
 
Tabela 31 – Sestava 4 % vstopnega (koncentracijskega) gela za SDS PAGE 
 
Komponenta Volumen 
0,5 M Tris pH 6,8 0,938 ml 
MQ 2,23 ml 
30 % akrilamid/bisakrilamid 0,5 ml 
10 % (w/v) SDS 75 μl 
APS 75 μl 
TEMED 7,5 μl 
 
Pripravljen gel smo vpeli v nosilec in prenesli v kadičko za poliakrilamidno elektroforezo 
ter vanj dodali SDS PAGE pufer. Na gel smo nanesli 5 μl standarda (PageRuler Prestained 
Protein Ladder) ter po 20 μl posameznega vzorca, ki smo mu predhodno dodali 4x 
nanašalni pufer do končne 1x koncentracije ter jih 5 min inkubirali na 95 °C. Vse skupaj 
smo priklopili na vir napetosti za 40-50 min pri 200 V. Gel smo na koncu obarvali z 
barvilom Coomassie Brilliant Blue ali InstantBlue. 
3.2.4.6 Nativna poliakrilamidna elektroforeza (Native PAGE) 
Vezavo nanoteles na bipiramidalno proteinsko kletko smo preverili z Native PAGE, kjer 
za razliko od SDS PAGE, proteine med ločevanjem obdržimo v nativni obliki in tako 
ohranimo tudi proteinske interakcije. 
Za ločevanje proteinov smo uporabljali 8 % ločevalni (tabela 32) in 4 % vstopni 
(koncentracijski) gel (tabela 33). 
Tabela 32 – Sestava 8 % ločitvenega gela za Native PAGE 
 
Komponenta Volumen 
1,5 M Tris pH 8,8 1,3 ml 
MQ 2,3 ml 
30 % akrilamid/bisakrilamid 1,3 ml 
APS 50 μl 
TEMED 10 μl 
 
Tabela 33 – Sestava 4 % vstopnega (koncentracijskega) gela za Native PAGE 
 
Komponenta Volumen 
0,5 M Tris pH 6,8 0,938 ml 
MQ 2,23 ml 
30 % akrilamid/bisakrilamid 0,5 ml 
APS 75 μl 
TEMED 7,5 μl 
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Pripravljen gel smo vpeli v nosilec, prenesli v kadičko za poliakrilamidno elektroforezo 
ter vanj dodali Native PAGE pufer. Na gel smo nanesli 5 μl standarda (NativeMark™ 
Unstained Protein Standard) ter po 20 μl posameznega vzorca, ki smo mu predhodno 
dodali 4x nanašalni pufer do končne 1x koncentracije. Elektroforezo smo izvajali 2 h na 
ledu pri napetosti 150 V. Gel smo na koncu obarvali z barvilom Coomassie Brilliant Blue 
ali InstantBlue. 
3.2.4.7 Western prenos 
Za imunodetekcijo proteinov preko His in Strep oznak, je najprej bil potreben prenos 
proteinov na nitrocelulozno membrano. To smo naredili z mokrim western prenosom, 
nato pa smo membrano vizualizirali s specifičnimi protitelesi. 
Po elektroforezi smo sestavili kaseto za western prenos. Vanj smo dali gobico, filter papir, 
poliakrilamidni gel, nitrocelulozno membrano ter ponovno filter papir in gobico. Vsi 
elementi so bili predhodno namočeni v pufru za western prenos. Kaseto smo prenesli v 
kadičko, dodali magnetno mešalo in led ter do vrha nalili pufer za prenos. Prenos smo 
izvajali 1,5 h pri konstantnem toku 350 mA. 
3.2.4.8 Imunodetekcija proteinov 
Primarna in sekundarna protitelesa smo pred začetkom 2000x razredčili v pufru PBST. 
Po prenosu western smo membrano 1 h blokirali pri sobni temperaturi, čemu je sledilo 
spiranje v PBST pufru 3x po 5 min ter 1 h inkubacije s primarnimi protitelesi pri stresanju 
150 rpm. Membrano smo nato ponovno spirali v PBST pufru 3x po 5 min ter 1 h 
inkubirali s sekundarnimi protitelesi pri stresanju 150 rpm. Ponovno smo spirali 
membrano v PBST pufru 3x po 5 min, nanj nanesli reagent ECL ter po 5 minutni 
inkubaciji proteine vizualizirali v napravi G:BOX. 
3.2.4.9 CD spektroskopija 
Meritve cirkularnega dikroizma smo opravili s spektrometrom Chirascan CD. Za analizo 
zvitja in sekundarne strukture smo posneli CD spekter med 200 in 280 nm, za proučitev 
termične stabilnosti pa smo spremljali CD signal pri 222 nm. 
Vzorcu s koncentracijo med 0,3 mg/ml in 0,5 mg/ml smo v 1 mm kiveti posneli CD 
spekter med 200 in 280 nm pri 20 °C (pred in po termični denaturaciji). Vzorčenje je 
potekalo v korakih po 1 nm na sekundo, končen spekter pa smo povprečili iz treh meritev. 
Za analizo termične stabilnosti smo nastavili gradient segrevanja vzorca po 1 °C na 
minuto od 10 °C do 90 °C ter merili CD signal pri 222 nm. Končno krivuljo smo prilegali 
po termodinamskem modelu opisanem v [55]. Prileganje je opravila Jana Aupič. 
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3.2.4.10 DLS 
Velikost bipiramidalne proteinske kletke smo določili z merjenjem dinamičnega sipanja 
laserske svetlobe (DLS) na napravi ZetasizerNano. Meritve smo opravili s proteinskim 
vzorcem koncentracije med 0,3 mg/ml in 0,5 mg/ml pri 20 °C.  
3.2.4.11 SEC-MALS 
Z metodo gelske ločitvene kromatografije (SEC) sklopljene z večkotnin sipanjem 
laserske svetlobe (MALS) smo določili molekulske mase proteinskih vzorcev. Celoten 
sistem je poganjal HPLC, kolona Superdex 200 pa je bila sklopljena z detektorjem za 
MALS (Dawn8+). Kolono smo ekvilibrirali s SEC pufrom, ki je bil predhodno filtriran 
in degaziran, ter nanj nanesli 150 μl vzorca, predhodno filtriranega čez 0,1 μm filter. 
Analizo rezultatov smo izvedli s programom Astra 7.0. 
3.2.4.12 SAXS 
Ozkokotno rentgensko sipanje (angl. small-angle x-ray scattering – SAXS) je metoda za 
strukturno karakterizacijo bioloških makromolekul v raztopini z nizko ločljivostjo. 
Omogoča nam določitev velikosti in oblike monodisperznega proteina [56]. 
Sipalne krivulje smo izmerili na sinhrotronu PETRA-III v Hamburgu, Nemčiji. Za 
zaznavo koncentracijsko odvisnega učinka, smo opravili meritve pri vsaj treh različnih 
proteinskih koncentracijah med 1 mg/ml do 13 mg/ml. Podatke smo zbrali v 20 meritvah 
pri 0,05 sekundni izpostavljenosti žarkom ter vse meritve, kjer nismo opazili škode zaradi 
obsevanja, povprečili. Izmerili smo še sipanje pufra in ga odšteli od sipanja vzorca. V 
primeru bipiramidalne proteinske kletke smo zaradi prisotnosti agregatov morali izvesti 
SEC-SAXS. Vzorec smo ločili na koloni Superdex 200 ter meritve sipanja absorbcijskega 
vrha, ki je pripadal elucijskemu volumnu našemu proteinu, povprečili. Ravno tako smo 
povprečili meritve sipanja pufra ter ga odšteli od sipanja vzorca. Meritve SAXS je 
opravljal Fabio Lapenta. 
3.2.5 Računalniške metode 
3.2.5.1 Obdelava SAXS rezultatov 
Krivuljo sipanja vzorca smo analizirali s programom PRIMUS [57], ab initio modeliranje 
izvedli s programom DAMMIF [58] in DAMAVER [59], modele našega proteina pa smo 
generirali s python modulom CoCoPOD [27], ki je osnovan na programih Modeller [60], 
MDTraj [61] in UCSF Chimera [62]. Teoretične krivulje sipanja modelov smo primerjali 
z eksperimentalnimi z uporabo programa Pepsi-SAXS [63]. Obdelavo SAXS rezultatov 
je opravila Jana Aupič. 
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3.2.5.2 Modeli z nanotelesi 
Modele bipiramidalne proteinske kletke z vezanimi nanotelesi smo pripravili s 
programom UCSF Chimera [62]. Proteinskemu modelu, ki se je najbolj prilegal 
rezultatom SAXS, smo strukturno poravnali 3D strukture nanoteles. Uporabili smo 
podatke iz kristalnih struktur kompleksov, ki jih tvorijo določena nanotelesa z 
ortogonalnimi peptidnimi pari (neobjavljeni rezultati) 
3.2.6 Kristalizacija proteinov 
Za določitev kristalne strukture proteina je najprej potrebna pridobitev proteinskega 
kristala, ki dobro sipa x-žarke. Izhodiščni način pridobivanja kristalov je bil osnovan na 
parni difuziji v obliki sedeče kapljice. Proteinski vzorec smo v sedeči kapljici v razmerju 
1:1 zmešali s kristalizacijskim pufrom.  
3.2.6.1 Priprava vzorcev za kristalizacijo 
Bipiramidalno proteinsko kletko in nanotelesa smo pred pripravo kompleksov za 
kristalizacijo dializirali preko noči na 4 °C proti SEC pufru brez glicerola (20 mM Tris 
pH 7,5, 150 mM NaCl). Z napravo NanoDrop smo spektroskopsko ocenili koncentracijo 
dializiranih vzorcev, jih ustrezno zmešali ter koncentrirali do končne koncentracije 
kompleksa med 3 in 4 mg/ml. 
3.2.6.2 Nastavljanje plošč z napravo Crystal Gryphon 
Pred nastavljanjem plošč za kristalizacijo, smo pripravljene komplekse 5 min 
centrifugirali pri 16.000 g na 4 °C ter jih prestavili v novo mikrocentrifugirko, da smo 
odstranili morebitno nastale agregate. Kristalizacijske plošče smo nastavili z napravo 
Crystal Gryphon. 0,2-0,3 µl kompleksa bipiramidalne proteinske kletke z različnimi 
nanotelesi smo v sedeči kapljici zmešali s komercialno dostopnimi kristalizacijskimi pufri 
v razmerju 1:1. Plošče smo shranili na 4 °C. 
3.2.6.3 Sejanje kristalov 
Tvorbo kristalov delimo na dve stopnji – nukleacija in rast kristala. Nukleacija navadno 
poteče v močno nasičeni proteinski raztopini, medtem ko rast poteka v metastabilni coni 
glede na fazni diagram [64]. Z metodo sejanja kristalov prenesemo mikroskopski kristal 
oz. nukleacijsko jedro v nov pogoj v katerem želimo, da ta kristal raste. Mi smo sejali 
kristale na dva načina – homologno in heterologno. Pri homolognem sejanju smo enaki 
sedeči kapljici, v kateri so zrastli majhni kristali, poleg proteina dodali nukleacijska jedra 
iz založnih raztopin. Pri heterolognem sejanju pa smo nukleacijska jedra dodali pri 
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nastavljanju kristalizacijskih plošč z ostalimi komercialno dostopnimi kristalizacijskimi 
pufri. 
Založne raztopine nukleacijskih jeder smo pripravili tako, da smo kapljice majhnih 
kristalov 100x raztopili v enaki raztopini ter jih s 5 minutnim mešanjem z intenzivnim 
vibracijskim mešalom v prisotnosti konice nastavka za pipete, zdrobili. Nato smo naredili 
serijo redčitev ter pripravili še 1000x, 10.000x in 100.000x založne raztopine 
nukleacijskih jeder, ki smo jih nato dodajali v različne pufre. 
Pri prvem načinu smo zamešali sedečo kapljico z 1,5 μl proteina BIPAPH, 0,5 μl 
kristalizacijskega pufra iz katerega smo dobili kristale ter temu dodali še 0,25 μl različnih 
založnih raztopin nukleacijskih jeder. Pri sejanju v ostalih kristalizacijskih pufrih pa smo 
z napravo Crystal Gryphon nastavili kapljice z 0,2 μl proteina, 0,1 μl kristalizacijskega 
pufra in 0,1 μl 100x založne raztopine nukleacijskih jeder. Nastavljene plošče smo 
shranili na 4 °C. 
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4 Rezultati 
Osnovna ideja magistrskega dela je povzeta na sliki 13. 
 
Slika 13 – Shematski prikaz poteka dela. Najprej priprava genskega konstrukta bipiramidalne 
proteinske kletke, nato izražanje, izolacija ter osnovna biofizikalna karakterizacija proteina, na 
koncu pa priprava kompleksov z nanotelesi za kristalizacijo. 
Najprej smo pripravili osnovni genski konstrukt za bipiramidalno proteinsko kletko iz 
obvitih vijačnic – BIPAPH. Ta se od prvotne bipiramidalne proteinske kletke [30] 
razlikuje, da ima namesto dveh stranic iz BCR peptidov, homodimerne peptide APH. Za 
njih poznamo, da se nanj dobro veže več različnih nanoteles. Izvedli smo optimizacijo 
izražanja in izolacije proteina ter v ta namen hkrati sestavili tudi več izpeljank osnovnega 
genskega konstrukta, ki so nam omogočale različne načine izolacije. Po pridobitvi čistega 
proteina smo izvedli osnovno karakterizacijo ter analizirali vezavo posameznih nanoteles 
na stranice kletke. Na koncu smo pripravili še komplekse BIPAPH z različnimi nanotelesi 
za kristalizacijo. Poleg osrednjega dela s proteinom BIPAPH, smo izolirali tudi nekaj 
nanoteles ter TEV proteazo. 
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4.1 Priprava in urejanje genskih konstruktov  
Genski konstrukt BIPAPH je sestavljen iz 18-ih zaporednih zapisov za peptidne segmente 
ter ima za genom zapis za oznako His (slika 14a). Pri izolaciji BIPAPH proteina smo 
imeli zelo slab izkoristek, saj se je že pri samem izražanju več kot polovica proteina 
nahajala v netopni frakciji. Z namenom, da bi izboljšali topnost, smo poleg optimizacije 
pogojev izražanja, pripravili dva dodatna genska konstrukta z zapisi za fuzijska proteina. 
Gre za proteina GFP in MBP, ki sta preko peptidnega linkerja povezana z N-koncem 
BIPAPH. (slika 14b). GFP in MBP sta proteinski oznaki, ki običajno povečata topnost 
rekombinantnih proteinov v celici [65, 66]. Poleg majhnih izkoristkov pa smo imeli 
probleme tudi z razgradnimi produkti BIPAPH. Ti so nas spremljali od začetka in 
navadno tudi vse do zadnje stopnje izolacije. V ta namen smo pripravili dvojno označen 
protein BIPAPH, ki bi med izolacijo omogočal odstranitev razgradnih produktov. Izražen 
protein je na N-koncu imel oznako His ter na C-koncu oznako Strep (slika 14b). 
 
Slika 14 – Shema pripravljenih genskih konstruktov BIPAPH a) osnovni genski konstrukt 
BIPAPH s His oznako na C-koncu b) ostali pripravljene variante BIPAPH z različnimi oznakami 
Osnovni genski konstrukt smo pripravili z metodo Golden Gate, konstrukt za fuzijski 
protein z GFP proteinom z reakcijo restrikcije in ligacije ter ostale konstrukte z metodo 
lepljenja po Gibsonu. 
4.1.1 Priprava osnovnega genskega konstrukta - BIPAPH 
Bipiramidalna proteinska kletka iz obvitih vijačnic je v preteklosti že bila pripravljena z 
metodo Golden Gate. Večina insertov DNA je tako že vstavljenih na plazmide, potrebna 
je bila le še priprava plazmidov z zapisi za peptidne segmente, ki smo jih želeli zamenjati. 
Da smo zamenjali dve stranici iz homodimernega peptida BCR za APH, smo pripravili 4 
nove plazmide z zapisi za APH ter ustrezne linkerje.  
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Da bi zagotovili večjo uspešnost zlaganja po Golden Gate, smo naš genski konstrukt 
razdelili na dva dela sestavljena iz zapisov za peptide pozicij 1-10 in 11-18. V ta namen, 
smo morali pripraviti dodaten plazmid z zapisom za peptid P1, ki je uvedel restrikcijsko 
mesto za BamHI v zaporedje ter z restrikcijo in ligacijo omogočal združitev obeh delov 
v končen genski konstrukt sestavljen iz 18 peptidov povezanih z linkerji (slika 15). 
 
Slika 15 – Struktura osnovnega genskega konstrukta BIPAPH. Zapisi za peptide so obarvani 
in se povežejo le s svojim najbližjim ortogonalnim parom. Med zapisi za peptide so zapisi za 
fleksibilne linkerje preko katerih smo z metodo Golden Gate sestavili končen genski konstrukt. 
 
4.1.1.1 Priprava plazmidov z inserti DNA 
 
Slika 16 – Shema priprave DNA inserta za združevanje z Golden Gate. Zapise za peptide 
pomnožimo s PCR ter preko restrikcije in ligacije združimo s tarčnim plazmidom. 
Z verižno reakcijo s polimerazo (PCR) smo pomnožili zapise za APH in P1. Z začetnimi 
oligonukleotidi (tabela 10) smo uvedli zapise za ustrezne linkerje ter restrikcijska mesta 
za restriktaze BsaI, AvrII in NheI. V primeru linkerjev V2 in V3 smo uvedli tudi 
restrikcijski mesti za BamHI. Produkte PCR reakcije smo ločili z agarozno gelsko 
elektroforezo in fragmente ustreznih velikosti – okoli 250 bp izolirali iz gela (slika 17, 
slika 18). Pomnožene zapise smo nato rezali z restriktazama AvrII in NheI, da smo dobili 
lepljive konce, produkte ponovno ločili z agarozno gelsko elektroforezo ter fragmente 
ustreznih velikosti izolirali iz gela. 
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Slika 17 – Analiza produktov PCR z agarozno gelsko elektroforezo. Pomnoženi DNA 
fragmenti za pozicije 2, 7 in 16 se nahajajo pri velikosti okoli 150 bp. Ostale lise so nespecifični 
produkti. 
 
Slika 18 – Analiza produktov PCR z agarozno gelsko elektroforezo. Pomnožena DNA 
fragmenta za poziciji 10 in 11 se nahajata pri velikosti okoli 150 bp. Ostale lise so nespecifični 
produkti. 
Tarčni plazmid smo rezali z restriktazama AvrII in NheI, produkte ločili z agarozno 
gelsko elektroforezo (slika 19) ter fragmente ustrezne velikosti izolirali iz gela. 
Restriktazi AvrII in NheI tvorita komplementarne previse, zato smo rezan plazmid 
inkubirali z alkalno fosfatazo rSAP za defosforilacijo 5' koncev rezane DNA, da med 
ligacijo ne bi prišlo do zapiranja plazmida samega vase. 
 
Slika 19 – Analiza restrikcije tarčnega plazmida z agarozno gelsko elektroforezo. V drugem 
žepku imamo nerezan, v vseh ostalih pa je rezan plazmid. 
 47 
 
Pripravljene fragmente DNA smo ligirali v rezan vektor ter z združenim plazmidom 
transformirali celice E. coli DH5α. Bakterije smo gojili preko noči na agarnih ploščah z 
ampicilinom. Ustreznost pripravljenih plazmidov smo preverili s PCR na osnovi ene 
kolonije ter produkte reakcije analizirali z agarozno gelsko ali kapilarno elektroforezo 
(slika 20). Zapise smo pomnožili s T7 začetnimi oligonukleotidi (tabela 9) ter pričakovali 
fragmente velikosti okoli 300 bp. Vzorcem s fragmenti ustreznih velikosti smo preverili 
pravilnost nukleotidnega zaporedja s sekvenciranjem. 
 
Slika 20 – Analiza insertov DNA s kapilarno in agarozno gelsko elektroforezo. Plazmide smo 
pomnožili s T7 začetnimi oligonukleotidi. Pričakovali smo velikosti fragmentov okoli 300 bp. 
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4.1.1.2 Golden Gate in združevanje pripravljenih delov 
 
Slika 21 – Shema priprave genskega konstrukta BIPAPH iz pripravljenih plazmidov z 
inserti DNA. Sestavljanje Golden Gate smo opravili posebej z zapisi za peptide pozicij 1-10 ter 
11-18. Z restrikcijo in ligacijo smo fragmenta s pozicijami 1-10 in 11-18 ligirali na ekspresijski 
vektor pET-41(+). 
Ločeno smo v pufru zamešali plazmide z inserti DNA za pozicije 1-10 ter 11-18, dodali 
destinacijski vektor, restrikcijski encim BsaI ter T4 ligazo. Reakcijski mešanici za Golden 
Gate smo inkubirali v cikličnem termostatu, da je poteklo sestavljanje obeh polovic 
genskega konstrukta. Dodali smo Plasmid-safe DNAzo, da smo odstranili odvečno 
linearno DNA ter nato s produktom transformirali celice E. coli DH5α. Bakterije smo 
gojili preko noči na agarnih ploščah s kanamicinom. Ustreznost pripravljenih plazmidov 
smo preverili s PCR na osnovi ene kolonije ter produkte reakcije analizirali s kapilarno 
elektroforezo (slika 22). Zapise smo pomnožili s T7 začetnimi oligonukleotidi (tabela 9) 
ter pričakovali fragmente velikosti okoli 1200 bp za prvo polovico in okoli 1000 bp za 
drugo polovico konstrukta. Pravilnost nukleotidnega zaporedja smo preverili s 
sekvenciranjem. 
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Slika 22 – Analiza konstruktov sestavljenih z Golden Gate s kapilarno elektroforezo. 
Plazmida smo pomnožili s T7 začetnimi oligonukleotidi ter pričakovali velikosti fragmentov 
okoli 1200 bp za prvo polovico in okoli 1000 bp za drugo polovico. Zaradi velikega števila 
vzorcev smo prikazali le dva pozitivna. 
Obe polovici konstrukta smo združili preko restrikcije in ligacije na ekspresijski vektor 
pET-41(+). Prvi konstrukt smo rezali z restriktazama NheI in BamHI, drugega z BamHI 
in XhoI ter produkte ločili z agarozno gelsko elektroforezo (slika 23). Pri prvi polovici 
smo pričakovali fragment velikosti okoli 1200 bp, pri drugi pa okoli 950 bp. Ustrezna 
fragmenta smo izolirali iz gela ter ju ligirali v tarčni vektor predhodno rezan z 
restriktazama NheI in XhoI. S pripravljenim plazmidom smo transformirali celice E. coli 
DH5α ter jih gojili preko noči na agarnih ploščah s kanamicinom. Ustreznost 
pripravljenih plazmidov smo preverili s PCR na osnovi ene kolonije ter produkte reakcije 
analizirali s kapilarno elektroforezo (slika 24). Zapise smo pomnožili s T7 začetnimi 
oligonukleotidi (tabela 9) ter pričakovali fragmente velikosti okoli 2200 bp. Nato smo 
opravili še kontrolno restrikcijo ustreznih plazmidov. Vsak plazmid smo rezali z 
restriktazama NdeI in XhoI in s kombinacijo treh restriktaz – NdeI, BamHI in XhoI, ter 
vse skupaj analizirali z agarozno gelsko elektroforezo (slika 25). V prvem primeru smo 
pričakovali fragment velikosti okoli 2100 bp, v drugem pa dva fragmenta velikosti 1200 
bp in 950 bp. Na koncu smo še preverili pravilnost nukleotidnega zaporedja s 
sekvenciranjem. 
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Slika 23 – Analiza restrikcije konstruktov prve in druge polovice z agarozno gelsko 
elektroforezo. Pričakovana velikost fragmenta prve polovice je okoli 1200 bp ter velikost 
fragmenta druge polovice okoli 950 bp. 
 
Slika 24 – Analiza genskega konstrukta BIPAPH s kapilarno elektroforezo. Plazmid smo 
pomnožili s T7 začetnimi oligonukleotidi ter pričakovali fragment pri 2100 bp. 
 
Slika 25 – Kontrolna restrikcija BIPAPH konstrukta. Pri restrikciji z NdeI in XhoI smo 
pričakovali fragment pri 2100 bp, pri restrikciji z NdeI, XhoI in BamHI pa fragmenta velikosti 
1100 in 950 bp. 
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4.1.2 Priprava konstrukta BIPAPH z GFP fuzijo 
Genski konstrukt za fuzijski protein GFP-BIPAPH smo pripravili preko restrikcije in 
ligacije že obstoječih plazmidov (slika 26). 
 
Slika 26 – Shema priprave genskega konstrukta GFP-BIPAPH. Plazmida smo rezali z 
restriktazama NdeI in XhoI ter zapis za BIPAPH prenesli v tarčni vektor z zapisom za proteinsko 
oznako GFP.  
Uporabili smo plazmid z zapisom za BIPAPH ter predhodno pripravljen vektor pET-
41(+) z zapisom za proteinsko kletko v obliki tetraedra iz obvitih vijačnic (TET), ki ima 
na N-koncu proteinsko oznako GFP. Oba plazmida smo najprej rezali z restriktazama 
NdeI in XhoI ter nato produkte ločili z agarozno gelsko elektroforezo (slika 27).  
 
Slika 27 – Analiza restrikcije BIPAPH konstrukta in plazmida z GFP proteinom z agarozno 
gelsko elektroforezo. Pri prvem vzorcu smo pričakovali lineariziran vektor ter fragment okoli 
2100 bp kar ustreza velikosti zapisa BIPAPH, pri drugem vzorcu pa fragment okoli 1000 bp, ki 
ustreza proteinskemu tetraedru, ter linealiziran vektor z zapisom za GFP. 
V primeru prvega plazmida smo dobili fragment pri velikosti približno 2100 bp z zapisom 
za BIPAPH ter lineariziran plazmid, pri drugem pa fragment pri velikosti okoli 1400 bp 
z zapisom za TET ter lineariziran plazmid z zapisom za GFP. Fragment BIPAPH in rezan 
plazmid z zapisom za GFP smo izolirali iz gela, ju ligirali ter s pripravljenim vektorjem 
transformirali celice E. coli DH5α. Ustreznost pripravljenih plazmidov smo preverili s 
PCR na osnovi ene kolonije ter produkte analizirali s kapilarno elektroforezo (slika 28). 
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Pričakovali smo fragmente velikosti okoli 3100 bp. Ker pa je kapilarna elektroforeza v 
večini primerov pokazala velikosti okoli 2800 bp, smo uspešnost vstavljanja insertov v 
vektor preverili še s kontrolno restrikcijo. Produkte PCR na osnovi ene kolonije smo 
rezali z restriktazo NdeI, ter nato rezultat preverili na agaroznem gelu (slika 29).  
 
Slika 28 – Analiza konstrukta GFP-BIPAPH s kapilarno elektroforezo. Plazmid smo 
pomnožili s T7 začetnimi oligonukleotidi ter pričakovali fragment pri 3100 bp. 
 
Slika 29 – Kontrolna restrikcija GFP-BIPAPH produkta PCR na osnovi ene kolonije. 
Pričakovali smo fragment z GFP pri velikosti okoli 1000 bp ter fragment z BIPAPH zapisom pri 
okoli 2150 bp. Zaradi velikega števila vzorcev, smo prikazali le 4, ki so se izkazali za pozitivne s 
kontrolno restrikcijo. 
Rezultati kontrolne restrikcije so približno ustrezali pričakovanjem. Dobili smo namreč 
liso pri velikosti okoli 1000 bp, ki približno ustreza zapisu za GFP, ter liso BIPAPH zapisa 
pri približno 2100 bp. Dodatna lisa pri 3100 bp pa predstavlja nerezan produkt PCR. Na 
koncu smo vzorcem preverili pravilnost nukleotidnega zaporedja s sekvenciranjem.  
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4.1.3 Priprava dvojno označenega konstrukta BIPAPH s His in Strep oznako 
Z metodo lepljenja po Gibsonu smo pripravili plazmid z zapisom za BIPAPH protein, ki 
je imel na N-koncu oznako His ter na C-koncu oznako Strep (slika 30). 
 
Slika 30 – Shema priprave genskega konstrukta HIS-BIPAPH-STREP. Z začetnimi 
oligonukleotidi smo pomnožili zapis za BIPAPH ter uvedli oznaki His in Strep. Produkte PCR 
smo združili s tarčnim plazmidom z metodo lepljenja po Gibsonu. 
Z začetnimi oligonukleotidi (tabela 11) smo pomnožili zaporedje BIPAPH, uvedli zapisa 
za oznaki His in Strep ter tarčnemu plazmidu komplementarna konca. Ker ima zapis za 
BIPAPH več ponovljivih zaporedij, smo pričakovali več nespecifičnih produktov. V ta 
namen smo PCR izvajali pri različnih temperaturah prileganja začetnih oligonukleotidov. 
Produkte PCR reakcije smo ločili na agaroznem gelu (slika 31), velikost ustreznega DNA 
fragmenta pa smo pričakovali okoli 2100 bp. 
 
Slika 31 – Analiza produktov PCR z agarozno gelsko elektroforezo. Ustrezen DNA fragment 
smo pričakovali pri velikosti 2100 bp. Na sliki so označene lise, ki smo jih izrezali. Ostalo lise so 
nespecifični produkti PCR. 
Izkazalo se je, da smo pri višjih temperaturah prileganja dobili močnejše lise pri ustrezni 
velikosti 2100 bp. Inserte označene na gelu smo izolirali ter z metodo lepljenja po 
Gibsonu združili s tarčnim vektorjem pET-41(+). Ta je bil predhodno rezan z 
restriktazama NdeI in AvrII, analiziran z agarozno gelsko elektroforezo (slika 32) ter 
izoliran iz gela. 
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Slika 32 – Analiza restrikcije tarčnega plazmida z agarozno gelsko elektroforezo. Pričakovali 
smo liso pri velikosti okoli 1400 bp ter liso za linealiziran vektor okoli 1400 bp. 
S pripravljenim vektorjem smo transformirali celice E. coli DH5α ter jih gojili preko noči 
na agarnih ploščah s kanamicinom. Celovitost pripravljenih plazmidov smo preverili s PCR 
na osnovi ene kolonije ter produkte reakcije analizirali z agarozno gelsko elektroforezo (slika 
33). Na gelu smo dobili dve lisi. Zgornjo liso pri 2200 bp smo pričakovali, saj ustreza velikosti 
konstrukta, medtem ko spodnje lise pri velikosti 1000 bp nismo. Na koncu smo vzorce poslali 
na sekvenciranje, da smo preverili pravilnost nukleotidnega zaporedja. 
 
Slika 33 – Analiza HIS-BIPAPH-STREP konstrukta z agarozno gelsko elektroforezo. 
Plazmid smo pomnožili s T7 začetnimi oligonukleotidi ter pričakovali fragment okoli 2200 bp. 
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4.1.4 Priprava konstrukta BIPAPH z MBP fuzijo 
 
Slika 34 – Shema priprave genskega konstrukta MBP-BIPAPH. Z začetnimi oligonukleotidi 
smo pomnožili zapis za MBP ter ga preko komplementarnih koncev združili s tarčnim vektorjem, 
ki nosi zapis za BIPAPH. 
Genski konstrukt za BIPAPH z MBP fuzijsko oznako smo pripravili z metodo lepljenja 
po Gibsonu. Z začetnimi oligonukleotidi (tabela 12) smo pomnožili zapis za MBP ter 
uvedli komplementarna zaporedja tarčnemu plazmidu, ki smo ga rezali z restriktazama 
XbaI in NdeI (slika 35). Produkt PCR smo ločili na agaroznem gelu (slika 36). 
 
Slika 35 – Analiza restrikcije tarčnega plazmida z agarozno gelsko elektroforezo. 
 
Slika 36 – Analiza produktov PCR z agarozno gelsko elektroforezo. Pomnožen DNA 
fragment MBP se nahaja pri velikosti okoli 1200 bp. 
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Iz gela smo izrezali rezan plazmid in produkt reakcije s polimerazo ter ju zlepili z metodo 
po Gibsonu. S pripravljenim plazmidom smo transformirali celice E. coli DH5α ter jih 
gojili preko noči na agarnih ploščah s kanamicinom. Ustreznost pripravljenega plazmida 
smo preverili s PCR na osnovi ene kolonije ter produkte reakcije analizirali na agaroznem 
gelu (slika 37). Pričakovali smo liso pri velikosti 3350 bp. Na koncu smo še preverili 
pravilnost nukleotidnega zaporedja s sekvenciranjem. 
 
Slika 37 – Analiza MBP-BIPAPH konstrukta z agarozno gelsko elektroforezo. Plazmid smo 
pomnožili s T7 začetnimi oligonukleotidi ter pričakovali fragment okoli 3350 bp.  
 
4.1.5 Urejanje konstrukta BIPAPH z MBP fuzijo 
Ker smo pri proteinski izolaciji prvega MBP-BIPAPH konstrukta imeli težave s 
odcepitvijo MBP proteina s TEV proteazo, smo se pred ponovno izolacijo odločili 
konstrukt preurediti. Na obe strani cepitvenega mesta za TEV proteazo smo dodali 
fleksibilna linkerja, ki bi lahko olajšala proteolitično cepitev, hkrati pa smo zapis za 
oznako His prenesli iz C-konca proteina na N-konec (slika 38). 
 
Slika 38 – Shema preurejanja konstrukta BIPAPH z MBP fuzijo. Z začetnimi oligonukleotidi 
smo uvedli fleksibilne regije okoli TEV cepitvenega mesta, prestavili oznako His ter dodali 
komplementarne konce, ki so omogočali zlaganje fragmentov DNA z metodo po Gibsonu. S sivo 
so označeni spremenjeni deli zaporedja. 
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Z začetnimi oligonukleotidi (tabela 12) smo pomnožili prvi MBP-BIPAPH konstrukt ter 
produkte PCR analizirali na agaroznem gelu (slika 39).  
 
Slika 39 – Analiza produktov PCR z agarozno gelsko elektroforezo. Pri vzorcu št. 1 smo 
pričakovali liso pri velikosti 1200 bp, pri vzorcu št. 2 pri velikosti 5000 bp ter pri vzorcu št. 3 liso 
pri 2100 bp. Na sliki so označene lise, ki smo jih izrezali. Ostale lise predstavljajo nespecifične 
produkte PCR. 
Produkt št. 1 je zapis za MBP protein z dodano oznako His ter fleksibilnim linkerjem. 
Pričakovali smo liso pri velikosti okoli 1200 bp. Produkt št. 2 predstavlja linealiziran 
vektor velikosti okoli 5000 bp, produkt št. 3 pa ima zapis za BIPAPH, dodan fleksibilen 
linker ter delecijo oznake His na C-koncu proteina. Pričakovana velikost je okoli 2100 
bp. Ustrezne fragmente DNA smo izolirali iz gela ter jih z metodo lepljenja po Gibsonu 
združili. S pripravljenim vektorjem smo transformirali celice E. coli DH5α ter jih gojili 
preko noči na agarnih ploščah s kanamicinom. Celovitost pripravljenega plazmida smo 
preverili s PCR na osnovi ene kolonije ter produkte reakcije analizirali z agarozno gelsko 
elektroforezo (slika 40). 
 
Slika 40 – Analiza HIS-MBP-BIPAPH konstrukta z agarozno gelsko elektroforezo. Plazmid 
smo pomnožili s T7 začetnimi oligonukleotidi ter pričakovali fragment okoli 3370 bp. 
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Lisa pri velikosti okoli 3370 bp ustreza našemu produktu, ostale manj intenzivne lise pa 
so najverjetneje nespecifični produkti PCR. Konstrukt smo preverili še s kontrolno 
restrikcijo (slika 41), kjer smo zaporedje rezali z restriktazama NdeI in XbaI ter 
pričakovali fragment DNA z zapisom za MBP velikosti okoli 1200 bp ter seveda 
preostanek rezanega vektorja. Na koncu smo usteznim plazmidom še določili pravilnost 
nukleotidnega zaporedja s sekvenciranjem. 
 
Slika 41 – Kontrolna restrikcija HIS-MBP-BIPAPH konstrukta. Pričakovali smo fragmente 
velikosti 1200 bp, ki ustrezajo velikosti zapisa za MBP. V žepkih N je nerezan plazmid. 
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4.2 Izražanje in izolacija proteinov 
Navadno so v eluirani frakciji nikelj afinitetne kromatografije poleg izraženega 
rekombinantnega proteina z oznako His, prisotni tudi proteini bakterije E. coli, ki 
odražajo visoko afiniteto do bivalentnih nikljevih ionov. S pripravljenimi genskimi 
konstrukti smo tako transformirali celice E. coli NiCo21 (DE3). Gre za ekspresijski sev 
izpeljan iz E. coli BL21 (DE3), od katerega je po kvaliteti rasti celic in produkciji 
proteinov neločljiv, izraža pa endogene proteine z bodisi alternativno oznako bodisi 
mutacijami, ki zmanjšajo afiniteto do nikljevih ionov na koloni ter zagotavljajo večjo 
čistost eluata [67]. Edino v primeru nanoteles smo za izražanje proteinov uporabili 
ekspresijski sev E. coli WK6. 
Pogoje izražanja osnovnega konstrukta BIPAPH smo najprej analizirali glede na rezultate 
testa topnosti, nato pa se je izkazalo, da dobimo zelo podoben izplen tudi pri krajšem 4 
urnem izražanju na 30 °C, prej opisanem že pri drugih proteinskih kletkah iz obvitih 
vijačnic [27]. Pri teh pogojih smo izražali tudi vse ostale konstrukte BIPAPH ter TEV 
proteazo. Izjema so nanotelesa, kjer je izražanje potekalo preko noči pri 28 °C. 
 
4.2.1 Bipiramidalna proteinska kletka iz obvitih vijačnic 
Preden smo se lotili čezmernega izražanja in izolacije proteina BIPAPH, smo opravili test 
topnosti za izbiro najboljših pogojev izražanja. Protein smo izrazili v manjših količinah 
pri različnih pogojih ter rezultate analizirali s poliakrilamidno gelsko eletroforezo. 
Zanimali so nas pogoji, pri katerih je razmerje proteina v topni glede na netopno frakcijo 
največje. 
Tekoče LB gojišče z ustreznim antibiotikom smo inokulirali s prekonočno kulturo do 
OD600 0,1 ter celice stresali pri 37 °C na 160 rpm, dokler OD600 ni dosegel vrednosti med 
0,5-0,7. Kulture smo nato inducirali z dodatkom IPTG do 0,5 in 1 mM končne 
koncentracije ter jih gojili 2,5h, 5h in preko noči na temperaturi 25 °C in 30 °C. Rezultate 
smo analizirali s poliakrilamidno gelsko elektroforezo (slika 42). 
 60 
 
 
Slika 42 – Analiza topnosti proteina BIPAPH pri različnih pogojih izražanja. ST – standard, 
SF – topna frakcija, IF – netopna frakcija in ON – preko noči. Označeni sta lisi BIPAPH pri 
pogojih, kjer je razmerje proteina v topni/netopni frakciji največje. 
Na gelu vidimo, da je največ topnega proteina BIPAPH pri prekonočnem izražanju na 25 
°C ter dodatkom IPTG do končne koncentracije 0,5 mM. Pri ostalih pogojih je količina 
proteina v topni in netopni frakciji približno enaka, ponekod pa tudi večinsko le v netopni 
frakciji. 
 
4.2.1.1 BIPAPH 
Osnovno izolacijo proteina BIPAPH smo izvedli najprej preko kolone z NiNTA polnilom ter 
nato s separacijo na kolonah IEX in SEC. 
Filtriran celični lizat smo nanesli na kolono z NiNTA polnilom ter po temeljitem spiranju 
vzorec eluirali s 35 ml pufra C. Eluat smo filtrirali čez 0,22 μm filter ter ga nanesli na IEX 
kolono s polnilom Source15Q, potek izolacije ter gradientno elucijo pa smo analizirali s 
kromatogramom in poliakrilamidno gelsko elektroforezo (slika 43). 
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Slika 43 – Analiza izolacije proteina BIPAPH z anionskim izmenjevalcem Source15Q. a) 
Kromatogram izolacije na katerem so označene frakcije, ki smo jih nato nanesli na SEC. b) SDS 
PAGE gel. ST – standard, WCE – celični ekstrakt, SF – topna frakcija, IN – vzorec nanesen na 
kolono, FT – nevezana frakcija ter s številkami so označene eluirane frakcije. 
Na kromatogramu lahko vidimo več vrhov za katere smo preko SDS PAGE gela 
ugotovili, da le zadnja dva vsebujeta protein BIPAPH. Čeprav je teoretična molekulska 
masa proteina BIPAPH okoli 81,2 kDa, dobimo na SDS PAGE gelu lise pri velikosti 
okoli 110 kDa. Združili smo frakcije 14-19, jih filtrirali čez 0,22 μm filter ter jih ločili z 
gelsko izključitveno kromatografijo. Proces izolacije smo analizirali s kromatogramom 
in poliakrilamidno gelsko elektroforezo (slika 44). 
 
Slika 44 - Analiza izolacije proteina BIPAPH z gelsko izključitveno kromatografijo. a) 
Kromatogram izolacije na katerem so označene frakcije, ki smo jih uporabili. b) SDS PAGE gel. 
ST – standard, IN – vzorec nanesen na kolono ter s številkami so označene eluirane frakcije. 
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Na kromatogramu vidimo 3 vrhove. Protein BIPAPH se je eluiral pri volumnu okoli 182 
ml, vrhova pri nižjih elucijskih volumnih pa verjetno predstavljata oligomerne oblike 
proteina. V frakcijah na gelu lahko poleg lise za protein BIPAPH pri velikosti okoli 110 
kDa, vidimo tudi prisotnost drugih lis. Najverjetneje gre za razgradne produkte, ki nas 
spremljajo od začetka izolacije in se jih medtem nismo znebili, ali pa so nastali v procesu 
čiščenja proteina. Kljub temu smo frakcije 14-20 združili, koncentrirali dokler absorbanca 
pri 280 nm ni dosegla vrednosti 0,2-0,4, vzorec zamrznili v tekočem dušiku ter ga shranili 
na – 80 °C. 
Iz 6 litrov kulture smo izolirali 1 mg proteina BIPAPH. S ciljem da bi povečali izkoristek 
čiščenja, smo poleg opisanega protokola izolacije izvedli še druge. Ne glede na rezultate 
testa topnosti smo opravili enak postopek izolacije proteina BIPAPH še s celicami, ki so 
bile po indukciji izražanja gojene 4h na 30 °C. Izkazalo se je, da je izkoristek izolacije 
zelo podoben. Iz 6 litrov kulture smo dobili namreč prav tako 1 mg proteina. 
Poskusili smo tudi protokol izolacije, ki se je pri nekaterih drugih konstruktih 
proteinskega origamija izkazal za bolj učinkovitega. Pri tem smo zamenjali zaporedje 
prehodov čez kolone. Začeli smo s kolono IEX, nadaljevali s kolono HisTRAP za nikelj 
afinitetno ločevanje ter zaključili z gelsko izključitveno kromatografijo. Postopek se je 
pri proteinu BIPAPH izkazal za neučinkovitega. Poleg tega da je bil izkoristek izolacije 
slabši, smo na gelu poleg proteina BIPAPH dobili velike diskretne lise razgradnega 
produkta (slika 45a).  
Ker je velik del izraženega proteina BIPAPH netopen, smo kot zadnji poskus izvedli 
izolacijo iz netopne frakcije. Osnovna ideja je bila, da netopno frakcijo resuspendiramo 
v pufru z gvanidinijevim hidrokloridom, naložimo na kolono s polnilom NiNTA ter 
proteine na koloni renaturiramo. Eluirane proteine nato naložimo še na koloni IEX in 
SEC. Izkazalo pa se je, da že po samem prehodu čez IEX kolono nismo v frakcijah opazili 
proteina BIPAPH temveč le lise najverjetneje razgradnih produktov (slika 45b) 
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Slika 45 – Analiza razgradnih produktov proteina BIPAPH s poliakrilamidno gelsko 
elektroforezo. a) SDS PAGE gel eluiranih frakcij gelske izključitvene kromatografije pri 
izolaciji, kjer smo zamenjali zaporedje prehodov proteinskega vzorca čez kolone. Močna 
diskretna lisa pri velikosti 55 kDa, opazimo pa tudi več manj intenzivnih. b) SDS PAGE gel 
eluiranih frakcij ionsko izmenjevalne kromatografije pri izolaciji iz netopne frakcije. Proteina 
BIPAPH v frakcijah ni, prisotnih pa je več manjših produktov. 
Z različnimi pristopi izolacije nismo uspeli izboljšati izkoristke izolacije, zato smo 
posegli po drugih genskih konstruktih (GFP-BIPAPH, HIS-BIPAPH-STREP, MBP-
BIPAPH in HIS-MBP-BIPAPH), ki so med poskusnimi izolacijami že bili v pripravi. 
 
4.2.1.2 GFP-BIPAPH 
Čiščenje fuzijskega proteina GFP-BIPAPH smo izvedli najprej s prehodom preko kolone 
z NiNTA polnilom, nato pa smo eluat nanesli na SEC kolono ter ustrezne frakcije 
procesirali s TEV proteazo preko noči. Zaradi prisotnosti razgradnih produktov, smo 
vzorec nanesli še na kolono IEX. 
Filtriran celični lizat smo nanesli na kolono z NiNTA polnilom ter po temeljitem spiranju 
vzorec eluirali z 20 ml pufra C. Pred nanosom na SEC kolono, smo eluat koncentrirali do 
končnega volumna 10 ml ter ga filtrirali čez 0,22 μm filter. Potek izolacije smo analizirali 
s kromatogramom in poliakrilamidno elektroforezo (slika 46). 
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Slika 46 – Analiza izolacije proteina GFP-BIPAPH z gelsko izključitveno kromatografijo. 
a) Kromatogram izolacije na katerem so označene frakcije, ki smo jih združili in jim dodali TEV 
proteazo. b) SDS PAGE gel. ST – standard, SF – topna frakcija, IF – netopna frakcija, FT – 
nevezana frakcija, IN – vzorec nanesen na kolono ter s številkami so označene eluirane frakcije. 
Na kromatogramu imamo 3 vrhove, od tega je tretji pri elucijskem volumnu, ki približno 
ustreza velikosti fuzijskega proteina GFP-BIPAPH. Ostala dva vrhova pri nižjih 
volumnih pa najverjetneje predstavljata oligomerne oblike proteina. V frakcijah, ki smo 
jih nanesli na gel lahko opazimo naš fuzijski protein pri velikosti nekoliko nad 130 kDa 
ter več manj intenzivnih lis pri nižjih velikostih. Če primerjamo topno in netopno frakcijo, 
lahko opazimo, da se naš protein nahaja v približno enakem razmerju v obeh. Glede na 
gel bi težko rekli, da je GFP domena povečala topnost proteina v primerjavi z osnovnim 
BIPAPH konstruktom. Frakcije 13-21 smo združili ter jih procesirali s TEV proteazo 
preko noči. Vzorec smo nato spustili čez kolono z NiNTA polnilom, da odstranimo GFP 
domeno ter nerezan protein, rezultat pa smo analizirali na poliakrilamidnem gelu (slika 
47). 
 65 
 
 
Slika 47 – Analiza proteolitične cepitve proteina GFP-BIPAPH s poliakrilamidno gelsko 
elektroforezo. Na sliki je označen GFP-BIPAPH produkt ter produkta cepitve s TEV proteazo. 
ST – standard, IN – vzorec nanesen na kolono, E – eluirana frakcija ter FT – nevezana frakcija.  
Na gelu opazimo, da cepitev fuzijskega proteina ni bila popolna, saj je ta bil prisoten v 
eluirani frakciji. V nevezani frakciji, poleg proteina BIPAPH brez oznake, opazimo tudi 
nekaj nerezanega proteina ter razgradne produkte. Da bi procesiran protein dodatno 
očistili, smo vzorec filtrirali čez 0,22 μm filter ter ga ločili z ionsko izmenjevalno 
kromatografijo. Proces izolacije smo analizirali s kromatogramom in poliakrilamidno 
gelsko elektroforezo (slika 48). 
 
Slika 48 - Analiza proteolitično procesiranega proteina GFP-BIPAPH z anionskim 
izmenjevalcem Source15Q. a) Kromatogram izolacije, kjer so označene frakcije, ki smo jih 
uporabili. b) SDS PAGE gel. ST – standard, IN – vzorec nanesen na kolono, FT – nevezana 
frakcija ter s številkami so označene eluirane frakcije. 
Na kromatogramu imamo dva vrhova. Procesiran protein BIPAPH je prisoten v prvem 
vrhu, medtem ko je meritev absorbance drugega vrha pokazala, da je v glavnem prisotna 
le DNA. Na gelu lahko vidimo, da s prehodom čez IEX kolono nismo odstranili 
razgradnih produktov. Frakcije 20-26 smo vseeno združili ter jih koncentrirali dokler 
absorbanca pri 280 nm ni dosegla vrednosti 0,2. Vzorec nato zamrznili v tekočem dušiku 
ter ga shranili na – 80 °C.  
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Izkazalo se je, da izolacija fuzijskega proteina GFP-BIPAPH ni povečala izkoristka 
izolacije. Iz 6 litrov kulture smo namreč ponovno izolirali le 1 mg proteina. Prav tako pa 
je v končnem vzorcu bilo prisotnih več razgradnih produktov, kot pri produktu izolacije 
osnovnega konstrukta. 
 
4.2.1.3 HIS-BIPAPH-STREP 
Do sedaj smo izolirali proteine bodisi z oznako na C-koncu proteina – oznaka His pri 
konstruktu BIPAPH, bodisi z oznako na N-koncu proteina – oznaka HIS-GFP pri 
konstruktu GFP-BIPAPH. Pri obeh izolacijah smo v končnem vzorcu opazili prisotnost 
razgradnih proteinov. Da bi le te odstranili, smo pripravili konstrukt HIS-BIPAPH-Strep 
ter ga izolirali najprej preko Strep oznake na C-koncu proteina, nato pa še preko oznake 
His na N-koncu. V zadnjem koraku smo vzorec nanesli še na SEC kolono, da smo ločili 
proteine po velikosti. 
Po izražanju smo zbrane celice lizirali z ultrazvokom, nato pa filtriran celični lizat nanesli 
na kolono StrepTrap. Uporabili smo dve 5 ml koloni, da smo zagotovili zadostno 
kapaciteto. Elucijo smo izvedli v enem koraku s pufrom B, potek izolacije pa smo 
analizirali s kromatogramom in poliakrilamidno gelsko elektroforezo (slika 49). 
 
Slika 49 – Analiza izolacije proteina STREP-BIPAPH s kolono StrepTrap. a) Kromatogram 
izolacije, kjer so označene frakcije, ki smo jih nato nanesli na nikelj afinitetno kolono HisTrap. 
b) SDS PAGE gel. ST – standard, SF – topna frakcija, IF – netopna frakcija, FT – nevezana 
frakcija, W – spiranje ter s številkami so označene eluirane frakcije. 
Na SDS PAGE gelu v eluiranih frakcijah poleg proteina HIS-BIPAPH-STREP opazimo 
ogromno razgradnih produktov. Protein HIS-BIPAPH-STREP se od osnovnega proteina 
po velikosti ne razlikuje veliko, zato so lise prav tako pri velikosti okoli 110 kDa. Frakcije 
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11-17 smo združili, jih filtrirali čez 0,22 μm filter ter nanesli na kolono HisTrap. Elucijo 
smo analizirali s kromatogramom in poliakrilamidno elektroforezo (slika 50). 
 
Slika 50 – Analiza izolacije STREP-BIPAPH s kolono HisTrap. a) Kromatogram izolacije, 
kjer so označene frakcije, ki smo jih nanesli na SEC. b) SDS PAGE gel ST – standard, IN – vzorec 
nanesen na kolono, FT – nevezana frakcija ter s številkami označene eluirane frakcije. 
Na SDS PAGE gelu vidimo, da se nekaj našega proteina nahaja tudi v nevezani frakciji, 
zato bi morali povečati kapaciteto z dodatkom še ene kolone. V eluiranih frakcijah 
opazimo, da se število razgradnih produktov ne zmanjša. To pomeni, da z uvedbo oznak 
na C in N-konec proteina nismo rešili problem z razgradnimi produkti. 
Frakcije 5-13 smo filtrirali čez 0,22 μm filter ter jih ločili z gelsko izključitveno 
kromatografijo. Polovico vzorca smo nanesli takoj na kolono ter ugotovili, da je prisotno 
veliko agregatov. Pri različnih konstruktih proteinskega origamija se je izkazalo, da lahko 
zmanjšamo prisotnost agregatov s toplotno denaturacijo. Drugo polovico vzorca smo tako 
za 10 min segreli na 90 °C, v hladilniku ohladili ter nato nanesli na SEC kolono. Proces 
izolacije smo analizirali s kromatogramom in poliakrilamidno elektroforezo (slika 51). 
 
Slika 51 – Analiza izolacije proteina STREP-BIPAPH z gelsko izključitveno 
kromatografijo. a) Kromatogram izolacije, kjer so označene frakcije, ki smo jih uporabili. b) 
SDS PAGE gel. ST – standard, IN – vzorec nanesen na kolono ter s številkami so označene 
eluirane frakcije. 
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Oblika krivulje na kromatogramu je po pričakovanju podobna kot pri izolaciji osnovnega 
konstrukta, kjer vidimo 3 vrhove. Protein se je eluiral pri nekoliko nižjem volumnu – 
173,66 ml, kar je posledica malenkost daljšega AK zaporedja ter nanosa na kolono, ki je 
bila pakirana z nekoliko manjšim volumnom polnila. V frakcijah na gelu poleg našega 
proteina opazimo tudi manj intenzivne lise, ki ustrezajo razgradnim produktom. 
Celokupen izkoristek izolacije je bil primerljiv s prejšnjimi, število razgradnih produktov 
pa s tem konstruktom nismo bistveno zmanjšali. Kvaliteto končnega vzorca smo 
analizirali še s prenosom western (slika 52). 
 
Slika 52 – Analiza STREP-BIPAPH s prenosom western. ST - standard, Anti-His – 
imunodetekcija proteinov z oznako His ter Anti-Strep – imunodetekcija proteinov z oznako Strep. 
Na membrani opazimo, da imamo v očiščenem vzorcu poleg našega proteina prisotne 
tudi lise pri manjših velikostih. Čeprav smo STREP-BIPAPH protein izolirali preko 
oznake His in Strep, imamo v končnem vzorcu še vedno prisotne produkte, ki vključujejo 
te oznake ter ne ustrezajo pričakovani velikosti našega proteina. To pomeni, da kljub 
dvojno označenem konstruktu na C in N-koncu, nismo rešili problema razgradnih 
produktov. 
 
4.2.1.4 MBP-BIPAPH 
Drugi pripravljen fuzijski protein je preko N-konca proteina BIPAPH z linkerjem 
povezan s proteinom MBP. Gre za proteinsko oznako, ki poveča topnost fuzijskega 
proteina, hkrati pa lahko deluje kot afinitetna oznaka. Oznaka His je ostala na C-koncu 
BIPAPH kot pri osnovnem konstruktu. 
Izolacijo smo opravili najprej s prehodom čez kolono z NiNTA polnilom, nato pa smo 
eluat nanesli na kolono IEX. Ustrezne frakcije smo preko noči procesirali s TEV proteazo, 
nato pa smo želeli procesiran MBP protein in razgradne produkte odstraniti s prehodom 
čez koloni HisTrap in SEC. 
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Po izražanju proteina MBP-BIPAPH smo celice zbrali in jih lizirali z ultrazvokom. 
Filtriran celični lizat smo nanesli na kolono z NiNTA polnilom. Po temeljitem spiranju 
smo vzorec eluirali z 20 ml pufra C, ga filtrirali ter nanesli na IEX kolono. Ločevanje smo 
analizirali s kromatogramom in poliakrilamidno elektroforezo (slika 53). 
 
Slika 53 – Analiza izolacije MBP-BIPAPH proteina z anionskim izmenjevalcem DEAE 
sefarozo. a) Kromatogram izolacije na katerem so označene frakcije, ki smo jih nanesli naprej na 
kolono HisTrap. b) SDS PAGE gel. ST – standard, SF – topna frakcija, IF – netopna frakcija, FT1 
– nevezana frakcija NiNTA kolone, IN – vzorec nanesen na kolono, FT2 – nevezana frakcija IEX 
kolone ter s številkami so označene eluirane frakcije. 
Na kromatogramu smo dobili le en vrh. Na gelu opazimo naš protein pri velikosti 
nekoliko nad 130 kDa. Pri primerjavi topne in netopne frakcije opazimo, da smo z MBP 
fuzijo povečali topnost proteina, saj imamo nekoliko več proteina v topni frakciji. Na gelu 
v frakcijah poleg našega produkta vidimo tudi prisotnost drugih lis, ki so najverjetneje 
razgradni produkti. Združili smo frakcije 3-10 ter jih preko noči inkubirali s TEV 
proteazo. Vzorec smo nato filtrirali čez 0,22 μm filter ter ga nanesli na HisTrap kolono. 
Elucijo smo analizirali s kromatogramom in poliakrilamidno elektroforezo (slika 54). 
Enoten vrh eluata v frakcijah 9 in 10 smo nanesli naprej na kolono SEC ter potek izolacije 
prav tako analizirali s kromatogramom in poliakrilamidno elektroforezo (slika 55). 
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Slika 54 – Kromatogram izolacije proteina MBP-BIPAPH s kolono HisTrap. Označeni sta 
frakciji, ki smo nanesli naprej na SEC. 
 
Slika 55 – Analiza izolacije proteina MBP-BIPAPH z gelsko izključitveno kromatografijo. 
a) Kromatogram izolacije, kjer so označene frakcije, ki smo jih uporabili. b) SDS PAGE gel. ST 
– standard, SF – topna frakcija in s številkami so označene eluirane frakcije. 
Na kromatogramu ponovno dobimo podoben profil s tremi vrhovi, kot pri izolaciji 
osnovnega konstrukta, le da je vse skupaj pomaknjeno k nižjim volumnom. Razlog zato 
lahko vidimo na gelu, kjer opazimo, da je bila proteolitična cepitev s TEV proteazo 
neuspešna. Poleg intenzivne lise proteina MBP-BIPAPH pa imamo ponovno več 
nekoliko šibkejših lis, ki predstavljajo razgradne produkte. Frakcije 9-13 smo znova 
obdelali s TEV proteazo preko noči, vendar cepitev ponovno ni bila uspešna. 
Celokupen izkoristek izolacije je bil kljub nerezanemu produktu veliko boljši, kot pri 
ostalih konstruktih. Dobili smo okoli 3.5 mg fuzijskega proteina, kar pomeni, da je bodisi 
fuzija s proteinom MBP izboljšala topnost proteina, bodisi smo imeli z načinom izolacije 
manj izgub. Kljub temu, pa so v končnem vzorcu bili prisotni razgradni produkti. 
4.2.1.5 HIS-MBP-BIPAPH 
V naslednjem koraku smo pripravili izboljšan konstrukt z MBP fuzijo, ki ima oznako His 
na N-koncu ter ima podaljšan fuzijski linker za lažjo cepitev s TEV proteazo. Konstrukt 
HIS-MBP-BIPAPH smo izolirali na podoben način, kot primaren konstrukt z oznako 
MBP, le da smo namesto HisTrap kolone, s TEV proteazo procesiran vzorec spustili čez 
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kolono z NiNTA polnilom. Ker smo spremenili lokacijo His oznake, smo tokrat naš 
protein pričakovali v nevezani frakciji. 
Celični lizat smo filtrirali in nanesli na kolono z NiNTA polnilom. Po temeljitem spiranju 
smo vzorec eluirali s 23 ml pufra C ter ga procesirali s TEV proteazo preko noči. Nato 
smo vse skupaj filtrirali čez 0,22 μm filter ter naložili na IEX kolono. Proces ločevanja 
smo analizirali s kromatogramom in poliakrilamidno elektroforezo (slika 56). 
 
Slika 56 – Analiza izolacije proteina HIS-MBP-BIPAPH z anionskim izmenjevalcem DEAE 
sefarozo. a) Kromatogram izolacije, kjer sta označeni frakciji, ki smo ju združili in dodali TEV 
proteazo. b) SDS PAGE gel. ST – standard, SF – topna frakcija, IF – netopna frakcija, FT1 – 
nevezana frakcija iz NiNTA kolone, E – elucija iz NiNTA kolone, IN – vzorec nanesen na kolono, 
FT – nevezana frakcija iz IEX ter s številkami označene eluirane frakcije. 
Kromatogram ima dva vrhova. Prvi je ustrezal proteinski frakciji, medtem ko je meritev 
absorbance eluiranih frakcij pokazala, da je v drugem vrhu v glavnem prisotna DNA. Na 
gelu vidimo, da je v vzorcu nanesenem na kolono, prisoten tudi nerezan protein, kar 
pomeni, da je bila proteolitična cepitev s TEV proteazo nepopolna. Opazimo lahko tudi, 
da imamo v nevezani frakciji široko liso, pri velikosti, ki ustreza proteinu MBP. Torej 
smo večino procesiranega MBP proteina odstranili že s prehodom čez kolono IEX. 
Vseeno pa imamo v frakcijah poleg proteina BIPAPH tudi nerezan produkt. Tega smo 
odstranili tako, da smo frakciji 3 in 4 nanesli na kolono z NiNTA polnilom. Nevezano 
frakcijo smo zbrali, jo filtrirali ter ločili z gelsko izključitveno kromatografijo. Proces 
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izolacije smo analizirali s kromatogramom in poliakrilamidno gelsko elektroforezo (slika 
57). 
 
Slika 57 – Analiza izolacije proteina HIS-MBP-BIPAPH z gelsko izključitveno 
kromatografijo. a) Kromatogram izolacije na katerem so označene frakcije, ki smo jih uporabili. 
b) SDS PAGE gel. ST – standard, IN – vzorec nanesen na kolono, E – eluirana frakcija iz NiNTA 
kolone ter s številkami označene eluirane frakcije. 
Na kromatogramu smo vnovič dobili 3 vrhove. Tretji vrh pri elucijskem volumnu 181 ml 
ustreza našemu proteinu, medtem ko prva dva vrha pri nižjih volumnih najverjetneje 
predstavljata oligomerne oblike našega proteina. V frakcijah na gelu ne opazimo nobenih 
dodatnih lis, ki bi predstavljale razgradne produkte tako, da smo s tem konstruktom dobili 
najbolj čist vzorec. Prav tako smo iz 6 litrov kulture izolirali okoli 1,6 mg proteina 
BIPAPH, kar je nekoliko več kot pri ostalih izolacijah. Izkoristek bi lahko še dodatno 
povečali z optimizacijo procesiranja s TEV proteazo. 
4.2.2 TEV proteaza 
Izolacija TEV proteaze smo izvedli s prehodom čez kolono z NiNTA polnilom ter SEC 
kolono. Po izražanju smo celice zbrali ter jih lizirali z ultrazvokom. Filtriran celični lizat 
smo nanesli na kolono z NiNTA polnilom, temeljito spirali ter eluirali s 25 ml pufra C. 
Pred nanosom na SEC kolono, smo eluat koncentrirali do končnega volumna 12 ml ter 
ga filtrirali čez 0,22 μm filter. Potek izolacije smo analizirali s kromatogramom in 
poliakrilamidno elektroforezo (slika 58).  
 73 
 
 
Slika 58 – Analiza izolacije TEV proteaze z gelsko izključitveno kromatografijo. a) 
Kromatogram izolacije, kjer so označene frakcije, ki smo jih koncentrirali. b) SDS PAGE gel. ST 
– elektroforezni standard, SF – topna frakcija, IF – netopna frakcija, FT – nevezana frakcija, SEC 
IN – vzorec naložen na SEC kolono. 
Celoten kromatogram ima več vrhov. Glede na gel smo ugotovili, da se TEV proteaza 
nahaja pri velikosti okoli 28 kDa v zadnjem vrhu. Gre za neenakomeren vrh, kar je 
najverjetneje posledica nehomogenosti vzorca. Kljub temu, smo frakcije 29-38 
koncentrirali dokler absorbanca pri 280 nm ni dosegla vrednosti 0,3. Vzorec smo nato 
zamrznili v tekočem dušiku ter ga shranili na – 80 °C. Iz 6 litrov kulture smo izolirali 4,5 
mg TEV proteaze. 
4.2.3 Nanotelesa 
Nekatera nanotelesa so na Kemijskem inštitutu že izolirali, zato smo opravili izolacijo le 
posameznih nanoteles, da smo dopolnili zalogo. Iz periplazme smo izolirali nanotelesa 
Nb15, Nb16, Nb21, Nb39, Nb48, Nb53, Nb66 ter Nb84. Proces čiščenja je potekal zgolj 
z nikelj afinitetno kromatografijo, za razliko od ostalih izolacij pa smo namesto pufra s 
Trisom uporabljali pufer PBS. 
Po izražanju smo celice lizirali z ultrazvokom ter filtriran celični lizat nanesli na kolono 
s polnilom NiNTA. Po temeljitem spiranju kolone smo proteine eluirali z 18-24 ml 
elucijskega pufra ter preko noči vzorce dializirali proti pufru PBS brez imidazola. Potek 
izolacije smo analizirali s poliakrilamidno gelsko elektroforezo (slika 59). 
 74 
 
 
 
Slika 59 – Analiza izolacije nanoteles s poliakrilamidno gelsko elektroforezo. Pričakovana 
velikost proteinov je bila okoli 15 kDa. ST – elektroforezni standard, P – neočiščen ekstrakt iz 
periplazme , FT – nevezana frakcija in E – eluirana frakcija. 
Na gelu smo opazili, da smo dobili v eluatu le eno liso, ki je ustrezala velikosti nanoteles. 
Po dializi smo vzorcem določili koncentracijo (tabela 34) z merjenjem absorbance pri 280 
nm ter jih nato zamrznili v tekočem dušiku ter jih shranili na – 80 °C. 
Tabela 34 – Koncentracije izoliranih nanoteles, določene z merjenjem absorbance pri 280 nm 
 
nanotelo koncentracija (mg/ml) 
Nb15 0,896 
Nb16 0,589 
Nb21 1,514 
Nb39 1,279 
Nb48 0,527 
Nb53 0,974 
Nb66 0,612 
Nb84 0,844 
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4.3 Karakterizacija BIPAPH 
 
Uspešni izolaciji bipiramidalne proteinske kletke, je sledila biofizikalna karakterizacija. 
S CD spektroskopijo smo analizirali sekundarno strukturo ter termično stabilnost 
proteina, z metodama DLS in SEC-MALS smo določili velikost, molekulsko maso ter 
homogenost proteina v vzorcu, konformacijo proteina pa smo določili z ozkokotnim 
rentgenskim sipanjem – SAXS. 
4.3.1 CD 
Meritve cirkularnega dikroizma so potrdile predvideno pretežno α-helično sekundarno 
strukturo. Na spektru posnetem pri 20 °C opazimo za α-helične proteine značilna 
minimuma pri 208 in 222 nm (slika 60a). Nizek signal na grafu je najverjetneje posledica 
slabo izmerjene koncentracije proteina, ki izrazito vpliva na MRE. Ob popravku 
koncentracije smo določili heličnost proteina BIPAPH – 85,1 %, ta pa je zelo podobna 
teoretični heličnosti proteina – 84,3 %, izračunani iz modela BIPAPH. Spremljali smo 
tudi CD signal pri 222 nm med termično denaturacijo ter končno krivuljo prilegali modelu 
treh stanj (slika 60b, c) [55]. Na profilu termične denaturacije imamo dva prevoja pri 
temperaturah 43,4 °C in 64,1 °C. Takšno obliko krivulje prepoznamo tudi pri raznih 
drugih proteinskih kletkah ter ta nakazuje na delno neodvisno razvijanje proteinske 
strukture in obvitih vijačnic [27]. Pri segrevanju proteina do 90 °C ta izgubi sekundarno 
strukturo, pri počasnem ohlajanju vzorca nazaj na 20 °C pa opazimo, da se protein zvije 
nazaj v nativno strukturo. 
 
Slika 60 -Biofizikalna karakterizacija BIPAPH s cirkularnim dikroizmom. a) CD spekter pri 
20 °C pred (črna) in po (siva) termični denaturaciji. b) CD signal pri 222 nm v odvisnosti od 
temperature ter prilegana funkcija termodinamskega modela. c) Normaliziran CD signal pri 222 
nm v odvisnosti od temperature (črno) ter normalizirana količina nativnega (N) proteina, 
intermediata (I) in denaturiranega (D) proteina v odvisnosti od temperature glede na model. 
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4.3.2 DLS in SEC-MALS 
Z dinamičnim sipanjem laserske svetlobe (DLS) smo pred in po termični denaturaciji 
določili velikosti delcev v proteinskemu vzorcu. Izkaže se, da je 98,2 % mase vzorca v 
prvem monodisperznem vrhu pri velikosti 8,7 ± 0,8 nm. Protein BIPAPH smo naložili 
tudi na gelsko ločitveno kromatografijo (SEC) ter enotnemu vrhu z večkotnim sipanjem 
laserske svetlobe (MALS) določili molekulsko maso 77,31 ± 8,2 kDa (slika 61). 
Izmerjena molekulska masa ustreza pričakovani masi monomernega proteina BIPAPH, 
ki po izračunu iz primarne strukture znaša okoli 81,2 kDa. 
 
Slika 61 – Biofizikalna karakterizacija BIPAPH s sipanjem laserske svetlobe. a) model 
BIPAPH. b) DLS profil porazdelitve delcev glede na njihovo velikost pred (modra) in po (rdeča) 
termični denaturaciji. c) SEC-MALS kromatogram proteina BIPAPH z molekulsko maso 
osrednjega vrha (rdeča).  
4.3.3 SAXS 
Z ozkokotnim rentgenskim sipanjem smo opravili strukturno karakterizacijo proteina 
BIPAPH. Protein smo koncentrirali do končne koncentracije 7,8 mg/ml. Ker je bil ta med 
koncentriranjem nagnjen k agregaciji, je bilo potrebno SAXS sklopiti s SEC kolono 
Superdex 200 ter pomeriti sipanje absorbcijskega vrha, ki je pripadal monomerni obliki 
našega proteina. 
Za analizo SAXS rezultatov smo s programom CoCoPOD [27] generirali 150 modelov 
proteina BIPAPH (slika 62).  
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Slika 62 – Primeri generiranih modelov proteina BIPAPH. Pripravljenih je bilo 150 različnih 
modelov, katerih teoretične krivulje sipanja smo primerjali z eksperimentalno. 
Teoretične krivulje sipanja generiranih modelov BIPAPH smo primerjali z 
eksperimentalnimi rezultati ter izbrali model, ki se je najbolje ujemal s sipalno krivuljo. 
Opravili smo ab initio volumetrično rekonstrukcijo eksperimentalnega profila sipanja ter 
prilegali ustrezen model (slika 63a). Poleg osnovne krivulje sipanja smo izrisali še 
diagram porazdelitve razdalji med atomi ter Kratky in Guinerjev diagram (slika 63b, c, d, 
e). Iz diagrama porazdelitve medatomskih razdalj razberemo, da je najvišja medatomska 
razdalja znotraj proteina 14,5 ± 1,0 nm. Kratkyjev diagram opisuje profil krivulje, ki je 
značilen za pravilno zvit fleksibilen več domenski protein. Linearen Guinierjev diagram 
pa označuje kvaliteten vzorec ter iz naklona premice lahko razberemo radij sukanja (Rg) 
4,23 ± 0,03 nm. 
 
Slika 63 – Strukturna karakterizacija BIPAPH z ozkokotnim rentgenskim sipanjem. a) 
Izbran model strukture BIPAPH ter prilegana ab initio volumetrična rekonstrukcija iz SAXS 
rezultatov. b) Rezultati sipanja vzorca (črna) ter teoretična krivulja sipanja prileganega modela 
(rdeča). c) Diagram porazdelitve razdalj med atomi v proteinu. d) Kratkyjev diagram. e) 
Guinerjev diagram. 
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Analiza SAXS rezultatov je pokazala, da je naš protein pričakovane velikosti ter je v 
raztopini pravilno zvit. Model strukture BIPAPH, ki se je najbolje ujemal z rezultati 
sipanja, ima lepo obliko tristrane bipiramide ter se dobro prilega v ab initio volumetrično 
rekonstrukcijo. Žal pa ne vidimo notranje odprtine, kot pri izvorni bipiramidalni 
proteinski kletko brez APH stranic [30]. 
 
  
 79 
 
4.4 Vezava nanoteles na BIPAPH 
Primarna tarča za generirana nanotelesa, ki jih uporabljajo na Kemijskem inštitutu, je bil 
protein TET12SN. Gre za protein, ki je sestavljen iz 12 segmentov obvitih vijačnic, ki se 
zvijejo v proteinsko kletko v obliki tetraedra (slika 64).  
 
Slika 64 – Topološka primerjava proteinov TET12SN in BIPAPH. Čeprav ima protein 
BIPAPH 6 peptidnih segmentov več kot TET12SN, mu manjkajo segmenti BCR in GCN, sicer 
prisotni v proteinu TET12SN. Zato pa BIPAPH nadomesti število segmentov s ponovitvami P1, 
P2, P3, P4 ter APH. Shema tetraedra prirejena po [30]. 
TET12SN se od proteina BIPAPH razlikuje v tem, da vsebuje stranico s homodimernim 
peptidnim segmentom BCR in stranico s homodimernim peptidnim segmentom GCN, 
medtem ko BIPAPH vsebuje heterodimerna peptidna para P1P2 ter P9P10, ki pa jih pri 
TET12SN ni [30]. Pridobljena nanotelesa so bila razporejena v skupine glede na 
podobnost aminokislin v zanki CDR3 (tabela 35). 
Tabela 35 - Nanotelesa razdeljena v 14 skupin glede na podobnost aminokislin v zanki CDR3  
 
CDR3 nanotelo* 
1 Nb10, Nb13, Nb26, Nb66 
2 Nb15 
3 Nb64 
4 Nb49, Nb94 
5 Nb21 
6 Nb59 
7 Nb1, Nb53, Nb54, Nb48, Nb84 
8 Nb28 
9 Nb39 
10 Nb30 
11 Nb16 
12 Nb5 
13 Nb17 
14 Nb34 
* Skupini 1 in 7 sta vsebujeta še več nanoteles, ki pa jih nismo izolirali 
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Izhodiščna ideja karakterizacije vezave različnih nanoteles na protein BIPAPH je bila, da 
bi najprej z nativno poliakrilamidno elektroforezo določili, katera nanotelesa se vežejo na 
protein ter hkrati preverili tudi sočasno vezavo več različnih nanoteles. Nato bi za 
identificirana nanotelesa z metodo ITC določili stehiometrijo in moč vezave na protein. 
Ker pa za izvedbo metode ITC potrebujemo veliko proteina, mi pa smo z izolacijo 
proteina BIPAPH uspeli izolirati le manjše količine proteina, smo meritve ITC izpustili. 
4.4.1 Analiza vezave za nativno poliakrilamidno elektroforezo 
Vezavo nanoteles na BIPAPH smo okarakterizirali zgolj z nativno poliakrilamidno 
elektroforezo. Najprej smo preverili vezavo posameznih nanoteles na protein (slika 65), 
nato pa smo še ocenili sočasno vezavo več nanoteles (slika 66) 
 
Slika 65 - Analiza vezave nanoteles na BIPAPH z nativno poliakrilamidno elektroforezo. V 
prvem žepku (od leve proti desni) na obeh gelih je predstavljena mobilnost samega proteina 
BIPAPH. V vse ostale žepke smo nanesli vzorce , ki so vsebovali eno ali več različnih nanoteles. 
Z rdečo barvo so označena nanotelesa, ki so se sama dobro vezala na protein, z oranžno barvo pa 
nanotelesi, ki sta se vezali šibkeje. 
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Slika 66 - Analiza vezave nanoteles na BIPAPH z nativno poliakrilamidno elektroforezo. V 
prvem žepku (od leve proti desni) na obeh gelih je predstavljeno potovanje samega proteina 
BIPAPH. V vse ostale žepke smo nanesli vzorce , ki so vsebovali eno ali več različnih nanoteles. 
Prvih 5 vzorcev na obeh gelih je referenčnih, pri ostalih pa smo testirali sočasno vezavo različnih 
nanoteles na protein, razen v zadnjem žepku, kjer smo testirali vezavo Nb10. 
Rezultati nativne poliakrilamidne elektroforeze so pokazali, da se na BIPAPH dobro veže 
malo manj kot polovica testiranih nanoteles, in sicer so to bila nanotelesa iz 1., 4., 8., 10., 
13. in 14. skupine – Nb10, Nb13, Nb26, Nb66, Nb49, Nb94, Nb28, Nb30, Nb17, Nb34. 
Za večino od teh nanoteles so sodelavci Kemijskega inštituta pri predhodnih poskusih s 
peptidnimi pari, ki tvorijo obvite vijačnice, pokazali, da ciljajo homodimeren peptid APH, 
ki tvori kar dve stranici v proteinu BIPAPH. Njihovi rezultati kažejo tudi na to, da se 
nanotelesi Nb17 in Nb34 šibko vežeta na heterodimerno stranico P5P6 in heterodimerno 
stranico P7P8 (neobjavljeni rezultati). Pri Nb59 nismo opazili vezave, čeprav bi se ta naj 
vezal na stranico APH, ki se v proteinu BIPAPH dvakrat ponovi (neobjavljeni rezultati). 
Smo pa v primeru sočasne vezave nanoteles Nb59 in Nb34 (slika 65) dobili liso nekoliko 
višje, kot pri vezavi le nanotelesa Nb34, zato je morda v primeru Nb59 prišlo do napake. 
V primeru nanoteles iz 7. in 12. skupine, smo na gelu poleg lise za protein BIPAPH, 
nekoliko višje dobili še dodatne zabrisane lise, ki predstavljajo nanotelesa. Najverjetneje 
je njihova izoelektrična točka ter naboj takšen, da migrirajo po gelu podobno kot večji 
kompleksi. 
Pri sočasni vezavi nanoteles na BIPAPH smo ugotovili, da so kombinacije nekaterih 
nanoteles dodatno zmanjšale mobilnost kompleksa v gelu, kar pomeni, da je prišlo do 
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sočasne vezave in smo dobili večji kompleks. V večini testiranih primerov so to bile 
kombinacije nanoteles, kjer je bilo eno nanotelo tisto, ki se veže na stranico APH, drugo 
pa je bilo nanotelo Nb17 ali Nb34, ki se oba vežeta ali na P5P6 ali na stranico P7P8 ali 
na obe skupaj. Zanimiva posebnost, ki smo jo opazili, je bila sočasna vezava nanoteles 
Nb28 in Nb30, ki se oba hkrati vežeta na stranico APH, na kar nakazuje tudi kristalna 
struktura kompleksa Nb28, Nb30 in dimera peptida APH (neobjavljeni rezultati). 
Kombinacije nanoteles, kjer pride do sočasne vezave le-teh na protein, so privlačne za 
pripravo kompleksov za kristalizacijo. 
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4.5 Kristalizacija kompleksov BIPAPH z nanotelesi 
 
V proteinskih kletkah iz obvitih vijačnic so posamezni segmenti povezani s fleksibilnimi 
linkerji. Ti omogočajo zadostno prilagodljivost strukture za modularno zlaganje peptidnih 
parov. Fleksibilnost teh struktur je najbrž eden izmed razlogov, da ti proteini težje 
kristalizirajo. Z namenom, da bi to olajšali, smo kristalizacijo proteina BIPAPH izpeljali 
v kompleksu z nanotelesi, ki lahko delujejo kot kristalizacijski šaperoni in olajšajo tvorbo 
kristalov. 
Nanotelesa za pripravo kompleksov za kristalizacijo smo izbrali glede na rezultate 
nativne elektroforeze. Iz posamezne skupine podobnosti CDR3 zank (tabela 35) smo 
izbrali po eno nanotelo, saj je vezava drugih nanoteles znotraj skupine najverjetneje dokaj 
podobna. Tako smo v primeru prve in četrte skupine izbrali nanotelesi Nb26 in Nb49. 
Ostala izbrana nanotelesa so bila Nb28, Nb30, Nb17 in Nb34. Primerno stehiometrijo 
proteina in nanoteles smo določili glede na naravo peptidov ter glede na doslej znane 
kristalne strukture nanoteles s peptidi (slika 67). Pri homodimernih stranicah, kot je APH, 
smo zaradi simetrije pričakovali parno vezavo nanoteles, medtem ko smo pri 
heterodimernih stranicah pričakovali vezavo le enega nanotelesa. 
 
Slika 67 - Kristalne strukture nanoteles s peptidi. Rdeče barve je homodimeren peptid APH, 
siv pa heterodimeren peptid P5P6. Nanotelo Nb26 je rumene barve, Nb49 modre, Nb28 roza, 
Nb30 zelena in Nb34 bele. Kristalne strukture še niso bile objavljene. 
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Na začetku smo pripravili komplekse, kjer smo na BIPAPH protein vezali po eno 
nanotelo – BIP-Nb26 in BIP-Nb49. Nato pa smo pripravili še komplekse z dvema 
vezanima nanotelesoma – BIP-Nb28-Nb30, BIP-Nb28-Nb34 in BIP-Nb26-Nb17, ter 
tremi vezanimi nanotelesi – BIP-Nb28-Nb30-Nb17 in BIP-Nb26-Nb34-Nb17. Za vse 
komplekse smo glede na doslej znane rezultate določili stehiometrijo vezave nanoteles 
ter s programom UCSF Chimera oblikovali 3D modele struktur (slika 68). V primeru 
kompleksov z nanotelesom Nb17, za katerega kristalna struktura s peptidom še ni znana, 
smo predvideli, da se ta veže na stranico heterodimernega peptida P7P8. 
 
Slika 68 – Modeli kompleksov BIPAPH z nanotelesi. Pod imenom vsakega kompleksa je 
zapisana stehiometrija nanoteles proti proteinu BIPAPH. Nanotelo Nb26 je rumene barve, Nb49 
modre, Nb28 roza, Nb30 zelena in Nb34 bele. Model nanotelesa Nb17 pa je temno sive barve.  
4.5.1 Potek kristalizacije 
Pri pripravi vzorcev za kristalizacijo smo proteinu BIPAPH v ustreznem 
stehiometrijskem razmerju dodali nanotelesa ter vse skupaj koncentrirali do končne 
koncentracije kompleksa okoli 4 mg/ml. Vsi kompleksi so bili med koncentriranjem 
nagnjeni k agregaciji, zato so bile končne koncentracije navadno nekoliko nižje. Z 
napravo Crystal Gryphon smo nastavili kristalizacijske plošče. 0,2 μl proteinskih vzorcev 
smo v sedeči kapljici zamešali s kristalizacijskimi pufri v razmerju 1:1. Z vsakim 
kompleksom smo nastavili vsaj 5 plošč. 
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Pri večini kompleksov nismo dobili nobenih obetavnih rezultatov, razen kakšnih 
sferolitov pri BIP-Nb26-Nb17 in BIP-Nb26-Nb17-Nb34. Edini pogoj, pri katerem smo 
dobili majhne kristale, je D1 iz kompleta kristalizacijskih pufrov SG1 Eco Screen – 1,5 
M litijev sulfat in 0,1 M HEPES pH 7,5 (slika 69). 
 
Slika 69 – Analiza kristalizacije kompleksa BIP-Nb26-Nb17. a) model strukture kompleksa, 
kjer vidimo, da nanotelesa lepo pokrijejo celotno bipiramidalno kletko. b) kapljica z majhnimi 
kristali pri pogoju D1 iz SG1 Eco Screen. 
Kompleks BIPAPH z vezanimi nanotelesi Nb26 in Nb17 se je pri kristalizaciji izkazal za 
najbolj obetavnega, zato smo pri ponovni pripravi kompleksa, tega nanesli na kolono za 
gelsko izključitveno kromatografijo, da bi dobili enoten vzorec brez nevezanih nanoteles. 
Glede na dolžino kolone smo normalizirali elucijski volumen kompleksa ter ga primerjali 
z elucijskim volumnom BIPAPH brez nanoteles (slika 70) 
 
Slika 70 – Primerjava elucijskega volumna proteina BIPAPH ter kompleksa BIP-Nb26-
Nb17. Elucijski volumen kompleksa je bil normaliziran glede na volumen kolone, saj je ta bila 
ponovno pakirana. Elucijski diagram BIPAPH predstavlja zadnji korak izolacije, zato je tudi 
prisotnih več vrhov. Pri pripravi kompleksa BIP-Nb26-Nb17 pa smo uporabili že očiščen vzorec, 
zato tudi le en enakomeren vrh. 
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Na kromatogramu opazimo, da se je kompleks BIP-Nb26-Nb17 iz kolone izločil v 
enakomernem vrhu pri elucijskem volumnu 160 ml. V primerjavi se protein BIPAPH 
brez vezanih nanoteles izloči okoli volumna 180 ml. 
4.5.2 Optimizacija pogojev kristalizacije 
Začetni kristali pogostno nimajo zadovoljivih lastnosti. Lahko so premajhni, preveliki, 
imajo neprimerno morfologijo ali pa slabo sipajo. Zato navadno začetne pogoje 
kristalizacije optimiziramo, da dobimo kvalitetne kristale s katerimi lahko izvedemo 
difrakcijo [68]. 
Zaradi nenavadno visoke koncentracije litijevega sulfata (1,5 M), smo nastavili pogoj 
proti pufru brez proteina. Izkazalo se je, da v tem primeru ni prišlo do nastanka kristalov. 
Prav tako smo ugotovili, da kristali raje nastanejo, če sedečo kapljico zamešamo v 
razmerju protein : pufer – 2:1. Optimizacijo pogoja smo izvedli s spreminjanjem pH ter 
spreminjanjem koncentracije litijevega sulfata, dodajali pa smo tudi različne aditive 
(tabela 36). 
Tabela 36 – Optimizacijska plošča za pogoj D1 iz SG1 Eco Screen. 
 
 1 2 3 4 5 6 
A pH 6,8 pH 7,2 pH 7,5 pH 7,8 pH 8,2 0,3 M Li2SO4 
B 0,6 M Li2SO4 
0,9 M 
Li2SO4 
1,2 M Li2SO4 
1,8 M 
Li2SO4 
2,1 M 
Li2SO4 
+ 0,1 M 
NaCl 
C + 0,1 M NH4SO4 
+ 2 % (v/v) 
etanol 
+ 4 % etilen 
glikol 10 % PEG 15 % PEG 25 % PEG 
 
Na optimizacijski plošči smo pri več pogojih dobili kristale, vendar so ti še vedno ostali 
precej majhni. Niti pogoj z dodanim etanolom, ki bi naj zmanjšal nukleacijo, ni izboljšal 
stanja. 
4.5.3 Sejanje kristalov 
Za pretvorbo majhnih kristalov v večje, smo poskusili s strategijo sejanja kristalov. 
Majhne kristale smo zdrobili in pripravili 100x, 1000x, 10.000x ter 100.000x založno 
raztopino nukleacijskih jeder. Izvedli smo homologno in heterologno sejanje. Pri 
homolognem sejanju smo v enak pufer, v katerem so zrastli prvotni majhni kristali, poleg 
proteina dodali še nukleacijska jedra iz založnih raztopin. Pri heterolognem sejanju pa 
smo nukleacijska jedra dodali pri nastavljanju kristalizacijskih plošč z ostalimi 
komercialno dostopnimi kristalizacijskimi pufri. 
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Zamešali smo sedečo kapljico z 1,5 µl proteina BIPAPH, 0,5 µl kristalizacijskega pufra 
(D1 iz SG1 Eco Screen) ter dodali 0,25 µl različnih založnih raztopin nukleacijskih jeder. 
Ponovno nismo opazili rasti kristalov temveč smo znova dobili veliko zelo majhnih 
kristalov (slika 71a). Pri heterolognem sejanju kristalov v komercialno dostopnih 
kristalizacijskih pufrih, pa smo dobili več pozitivnih rezultatov (slika 71b). V tem primeru 
smo nastavljali 0,2 µl proteina, 0,1 µl kristalizacijskega pufra in 0,1 µl 100x založne 
raztopine nukleacijskih jeder. 
 
Slika 71 – Rezultati sejanja kristalov. a) rezultat homolognega sejanja kristalov v pogoju D1 iz 
SG1 Eco Screen. b) rezultati heterolognega sejanja kristalov v drugih kristalizacijskih pufrih. 
Pri homolognem sejanju kristalov nismo opazili nič novega, smo pa zato imeli več lepih 
kristalov pri heterolognem sejanju v kristalizacijskih pufrih. Ker je v tem primeru prišlo 
do mešanja pufrov s solmi v visokih koncentracijah, smo te pogoje preverili tudi le s pufri 
brez proteina. Na žalost se je izkazalo, da smo v vseh štirih pogojih dobili prav tako dobili 
kristale, kar pomeni, da je na ploščah najverjetneje kristalizirala le sol. 
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5 Razprava 
Proteinske kletke iz obvitih vijačnic so kompleksne modularne strukture v obliki 
poliedrov, ki nastanejo s povezovanjem ortogonalnih peptidnih segmentov daleč po 
primarni strukturi. Peptidni pari se združijo z motivom obvite vijačnice ter gradijo 
posamezne stranice proteinske strukture. Med doslej izvedene oblike proteinskih kletk iz 
obvitih vijačnic spadajo tetraeder iz 12 peptidnih segmentov, kvadratna piramida iz 16 
ter tristrana prizma in tristrana bipiramida iz 18 peptidnih segmentov [27, 30]. Kristalna 
struktura proteinskih kletk iz obvitih vijačnic zaenkrat še ni znana. Tovrstne strukture so 
precej dinamične, kar je najbrž eden izmed razlogov, da težje kristalizirajo. V ta namen 
smo v magistrskem delu pripravili in okarakterizirali bipiramidalno proteinsko kletko iz 
obvitih vijačnic, ki je sposobna vezave različnih nanoteles. Te lahko delujejo kot 
kristalizacijski šaperoni ter z vezavo na proteinsko kletko olajšajo kristalizacijo [34, 38].  
Prvotni bipiramidalni proteinski kletki opisani v [30] smo na dveh stranicah zamenjali 
peptidni par BCR za peptidni par APH, ki se je izkazal, da dobro veže različna nanotelesa. 
Osnovni genski konstrukt proteina BIPAPH smo pripravili z metodo lepljenja Golden 
Gate, z namenom izboljšanja izolacije pa smo pripravili tudi več izpeljank osnovnega 
konstrukta. Zapis za BIPAPH ima več ponovljivih regij, zato smo običajno pri verižni 
reakciji s polimerazo, kjer so začetni oligonukleotidi nalegali na zaporedje proteinske 
kletke, imeli več nespecifičnih produktov. Specifičnost produktov PCR smo nekoliko 
lahko povečali s povišanjem temperature prileganja, iz gela pa smo izrezali le produkte, 
ki so bili ustreznih velikosti. 
Največ težav nam je povzročala izolacija proteina BIPAPH. Zaradi slabe topnosti 
proteina smo imeli slab izkoristek, hkrati pa smo v proteinskem vzorcu imeli ogromno 
razgradnih produktov proteina, ki jih med izolacijo navadno nismo povsem odstranili. 
Pričakovali smo, da se bomo z dvojno označenim proteinom BIPAPH znebili razgradnih 
produktov pri izolaciji preko oznake Strep na C-koncu proteina in preko oznake His na 
N-koncu proteina, vendar je analiza končnega proteinskega vzorca pokazala, da so ti še 
vedno prisotni, tako produkti z oznako Strep, kot His. Ena izmed možnosti je, da se kljub 
cepitvi oziroma razgradnji polipeptidne verige lahko ti fragmenti vežejo na druge 
segmente ter se še vedno držijo skupaj. 
Da bi izboljšali topnost proteina, smo poleg optimizacije pogojev izražanja, pripravili 
fuzijska proteina, kjer smo na N-konec BIPAPH preko kratkega peptidnega linkerja s 
cepitvenim mestom za TEV proteazo, dodali proteinski domeni GFP in MBP, priljubljeni 
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proteinski oznaki za lažje izražanje in izolacijo ter povečanje topnosti tarčnega proteina 
[65, 66]. Glede na rezultate smo ugotovili, da smo imeli izboljšano topnost proteina le pri 
proteinu z oznako MBP, saj se je ta v večji meri nahajal v topni frakciji, kot pri ostalih 
konstruktih. Pri prvem pripravljenem fuzijskem proteinu z oznako MBP smo imeli 
probleme pri proteolitični cepitvi s TEV proteazo, vendar smo problem rešili z dodatkom 
fleksibilnih regij okoli cepitvenega mesta. Pri popravljenem fuzijskem proteinu z oznako 
MBP je bil izkoristek izolacije kar 60 % višji kot pri ostalih proteinih, prisotnost 
razgradnih produktov pa minimalna. 
Izolaciji proteina BIPAPH je sledila biofizikalna karakterizacija. Delež sekundarne 
strukture in termično stabilnost proteina smo določili s CD spektroskopijo. Po 
pričakovanjih ima protein BIPAPH pretežno α-helično sekundarno strukturo. Oblika 
krivulje termične denaturacije ima dva prevoja ter je podobna kot pri prvotni 
bipiramidalni proteinski kletki [30]. Ta nakazuje na delno neodvisno razvijanje 
proteinske strukture in obvitih vijačnic [27]. Hkrati se protein BIPAPH po termični 
denaturaciji pri počasnem ohlajanju zvije nazaj v nativno strukturo, kot je značilno za 
večino CCPO struktur [27]. 
Rezultati sipanja laserske svetlobe DLS in SEC-MALS so pokazali, da velikost 
proteinskega delca ustreza modelni strukturi ter da ima protein BIPAPH pričakovano 
molekulsko maso (77,31 ± 8,2 kDa). Pričakovane velikosti proteina je pokazala tudi 
analiza SAXS rezultatov. Model strukture BIPAPH, ki se je najbolje ujemal z rezultati 
sipanja ima lepo obliko tristrane bipiramide ter se dobro prilega v ab initio volumetrično 
rekonstrukcijo, ne vidimo pa notranje votline, kot pri prvotni bipiramidalni proteinski 
kletki [30]. 
Vezavo nanoteles na protein BIPAPH smo opredelili z nativno elektroforezo. Ugotovili 
smo, da se manj kot polovica nanoteles, ki so sicer bila pridobljena z imunizacijo s 
tetraedrom TET12SN, veže na naš protein. Večina teh nanoteles je pri predhodnih 
poskusih s peptidi pokazala, da ciljajo peptid APH, ki smo ga vpeljali na dve stranici naše 
bipiramidalne proteinske kletke. Izjemi sta nanotelesi Nb17 in Nb34, ki bi se naj šibko 
vezali na heterodimerno stranico P5P6 in heterodimerno stranico P7P8. Nanotelesa, ki se 
niso vezala na BIPAPH, se verjetno vežejo na stranice, ki v proteinu niso prisotne (npr. 
Nb21 in Nb39 se vežeta na GCN stranico – neobjavljeni rezultati) ali se vežejo na druge 
strukturne elemente prisotne v terciarni strukturi tetraedra TET12SN, proti kateremu so 
bila navedena nanotelesa tudi pripravljena. Možno je tudi, da z nativno poliakrilamidno 
elektroforezo nismo uspeli identificirati vezave tistih nanoteles, ki se na stranice BIPAPH 
vežejo šibko. 
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Glede na rezultate vezave nanoteles smo pripravili več različnih kompleksov za 
kristalizacijo. Na protein BIPAPH smo vezali po eno, dve ali celo tri različna nanotelesa. 
Primerno stehiometrijo proteina in nanoteles smo določili glede na naravo peptidov ter 
glede na doslej znane kristalne strukture nanoteles s peptidi (neobjavljeni rezultati). 
Podobno kot v raziskavi [69], se je le en izmed vseh testiranih kompleksov z nanotelesi 
izkazal za obetavnega. Pri kompleksu BIP-Nb26-Nb17 smo pri enem pogoju dobili 
majhne kristale, ki pa jih žal z optimizacijo pogojev in sejanjem nismo uspeli povečati. 
V sklopu magistrskega dela smo izolirali tudi več nanoteles in TEV proteazo. Njihova 
izolacija je bila v primerjavi proteinom BIPAPH precej nezahtevna. TEV proteazo smo 
uspešno uporabljali za proteolitično procesiranje fuzijskih proteinov, nanotelesa pa za 
določanje lastnosti vezave ter pripravo kompleksov z bipiramidalno proteinsko kletko. 
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6 Zaključek  
V magistrskem delu smo pripravili bipiramidalno proteinsko kletko iz obvitih vijačnic, 
za vezavo nanoteles. Dve stranici proteinske kletke BIPAPH sta grajeni iz 
homodimernega peptidnega para APH, ki se je izkazal, da dobro veže različna nanotelesa. 
Proteinsko kletko smo uspešno izolirali ter okarakterizirali z biofizikalnimi metodami. Ta 
je v raztopini spontano zvita ter ima pričakovano velikost in obliko. 
Eksperimentalno smo potrdili vezavo nanoteles na stranice proteinske kletke. Pokazali 
smo tako vezavo posameznih nanoteles, kot tudi sočasno vezavo več različnih. Takšna 
proteinska kletka iz obvitih vijačnic, ki jo specifično ciljajo nanotelesa, omogoča 
potencialni razvoj dostavnih sistemov za medicinske in terapevtske namene. 
Glede na rezultate vezave smo pripravili tudi različne komplekse nanoteles z 
bipiramidalno proteinsko kletko za kristalizacijo, žal pa nismo uspeli pridobiti kvalitetnih 
proteinskih kristalov. Morebitna uspešna kristalizacija in rešitev kristalne strukture 
bipiramidalne proteinske kletke bi omogočila boljši vpogled v naravo sestavljanja 
modularnih struktur CCPO. 
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8 Priloge 
Proteinska zaporedja: 
BIPAPH 
Zaporedje peptidnih segmentov: 
P1-APH-P7-P2-P3-P9-APH-P4-P5-P1-APH-P8-P2-P3-P1O-APH-P4-P6 
Zaporedje aminokislin: 
MSPEDEIRQLEQENSQLERENQRLEQEIYQLERGSGPGLEEELKQLEEELQAIEEQLAQLQWKAQARKEK
LAQLKEKLGSGPGSPEDEIQQLEEKNSQLKQEISQLEEKNQELKYGSGPGSPEDKIEELKEKNSQLKEKN
EELKQKIYELKEGSGPGSPEDEIQQLEEEISQLEQKNSELKEKNQELKYGSGPGSPEDENQSLEQKNSQL
KQEISQLEQEIQQLEYGSGPGLEEELKQLEEELQAIEEQLAQLQWKAQARKEKLAQLKEKLGSGPGSPED
KISQLKEKIQQLKQENQQLEEENSQLEYGSGPGSPEDENSQLEEKISQLKQKNSELKEEIQQLEYGSGPG
SPEDEIRQLEQENSQLERENQRLEQEIYQLERGSGPGLEEELKQLEEELQAIEEQLAQLQWKAQARKEKL
AQLKEKLGSGPGSPEDKISELKEENQQLEQKIQQLKEENSQLEYGSGPGSPEDKIEELKEKNSQLKEKNE
ELKQKIYELKEGSGPGSPEDEIQQLEEEISQLEQKNSELKEKNQELKYGSGPGSPEDKNSQLKEENSQLE
EKIEQLKEKIQELKYGSGPGLEEELKQLEEELQAIEEQLAQLQWKAQARKEKLAQLKEKLGSGPGSPEDK
ISQLKEKIQQLKQENQQLEEENSQLEYGSGPGSPEDKNSELKEEIQQLEEENQQLEEKISELKYLELEHH
HHHHHH 
 
GFP-BIPAPH 
HIS-GFP-TEV-BIPAPH 
Zaporedje aminokislin: 
MGHHHHHHHHMVSKGEEDASLPATHELHIFGSINGVDFDMVGQGTGNPNDGYEELNLKSTKGDLQFSPWI
LVPHIGYGFHQYLPYPDGMSPFQAAMVDGSGYQVHRTMQFEDGASLTVNYRYTYEGSHIKGEAQVKGTGF
PADGPVMTNSLTAADWCRSKKTYPNDKTIISTFKWSYTTGNGKRYRSTARTTYTFAKPMAANYLKNQPMY
VFRKTELKHSKTELNFKEWQKAFTDVMGMDELYKGGSGGENLYFQIGSGGHMSPEDEIRQLEQENSQLER
ENQRLEQEIYQLERGSGPGLEEELKQLEEELQAIEEQLAQLQWKAQARKEKLAQLKEKLGSGPGSPEDEI
QQLEEKNSQLKQEISQLEEKNQELKYGSGPGSPEDKIEELKEKNSQLKEKNEELKQKIYELKEGSGPGSP
EDEIQQLEEEISQLEQKNSELKEKNQELKYGSGPGSPEDENQSLEQKNSQLKQEISQLEQEIQQLEYGSG
PGLEEELKQLEEELQAIEEQLAQLQWKAQARKEKLAQLKEKLGSGPGSPEDKISQLKEKIQQLKQENQQL
EEENSQLEYGSGPGSPEDENSQLEEKISQLKQKNSELKEEIQQLEYGSGPGSPEDEIRQLEQENSQLERE
NQRLEQEIYQLERGSGPGLEEELKQLEEELQAIEEQLAQLQWKAQARKEKLAQLKEKLGSGPGSPEDKIS
ELKEENQQLEQKIQQLKEENSQLEYGSGPGSPEDKIEELKEKNSQLKEKNEELKQKIYELKEGSGPGSPE
DEIQQLEEEISQLEQKNSELKEKNQELKYGSGPGSPEDKNSQLKEENSQLEEKIEQLKEKIQELKYGSGP
GLEEELKQLEEELQAIEEQLAQLQWKAQARKEKLAQLKEKLGSGPGSPEDKISQLKEKIQQLKQENQQLE
EENSQLEYGSGPGSPEDKNSELKEEIQQLEEENQQLEEKISELKYLE 
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HIS-BIPAPH-STREP 
HIS-TEV-BIPAPH-STREP 
Zaporedje aminokislin: 
MGHHHHHHHHENLYFQGHMSPEDEIRQLEQENSQLERENQRLEQEIYQLERGSGPGLEEELKQLEEELQAI
EEQLAQLQWKAQARKEKLAQLKEKLGSGPGSPEDEIQQLEEKNSQLKQEISQLEEKNQELKYGSGPGSPEDK
IEELKEKNSQLKEKNEELKQKIYELKEGSGPGSPEDEIQQLEEEISQLEQKNSELKEKNQELKYGSGPGSPEDEN
QSLEQKNSQLKQEISQLEQEIQQLEYGSGPGLEEELKQLEEELQAIEEQLAQLQWKAQARKEKLAQLKEKLGS
GPGSPEDKISQLKEKIQQLKQENQQLEEENSQLEYGSGPGSPEDENSQLEEKISQLKQKNSELKEEIQQLEYG
SGPGSPEDEIRQLEQENSQLERENQRLEQEIYQLERGSGPGLEEELKQLEEELQAIEEQLAQLQWKAQARKE
KLAQLKEKLGSGPGSPEDKISELKEENQQLEQKIQQLKEENSQLEYGSGPGSPEDKIEELKEKNSQLKEKNEEL
KQKIYELKEGSGPGSPEDEIQQLEEEISQLEQKNSELKEKNQELKYGSGPGSPEDKNSQLKEENSQLEEKIEQL
KEKIQELKYGSGPGLEEELKQLEEELQAIEEQLAQLQWKAQARKEKLAQLKEKLGSGPGSPEDKISQLKEKIQ
QLKQENQQLEEENSQLEYGSGPGSPEDKNSELKEEIQQLEEENQQLEEKISELKYLESAWSHPQFEK 
 
MBP-BIPAPH 
MBP-TEV-BIPAPH-HIS 
Zaporedje aminokislin: 
MKIEEGKLVIWINGDKGYNGLAEVGKKFEKDTGIKVTVEHPDKLEEKFPQVAATGDGPDIIFWAHDRFGG
YAQSGLLAEITPDKAFQDKLYPFTWDAVRYNGKLIAYPIAVEALSLIYNKDLLPNPPKTWEEIPALDKEL
KAKGKSALMFNLQEPYFTWPLIAADGGYAFKYENGKYDIKDVGVDNAGAKAGLTFLVDLIKNKHMNADTD
YSIAEAAFNKGETAMTINGPWAWSNIDTSKVNYGVTVLPTFKGQPSKPFVGVLSAGINAASPNKELAKEF
LENYLLTDEGLEAVNKDKPLGAVALKSYEEELAKDPRIAATMENAQKGEIMPNIPQMSAFWYAVRTAVIN
AASGRQTVDEALKDAQTRITKENLYFQGHMSPEDEIRQLEQENSQLERENQRLEQEIYQLERGSGPGLEE
ELKQLEEELQAIEEQLAQLQWKAQARKEKLAQLKEKLGSGPGSPEDEIQQLEEKNSQLKQEISQLEEKNQ
ELKYGSGPGSPEDKIEELKEKNSQLKEKNEELKQKIYELKEGSGPGSPEDEIQQLEEEISQLEQKNSELK
EKNQELKYGSGPGSPEDENQSLEQKNSQLKQEISQLEQEIQQLEYGSGPGLEEELKQLEEELQAIEEQLA
QLQWKAQARKEKLAQLKEKLGSGPGSPEDKISQLKEKIQQLKQENQQLEEENSQLEYGSGPGSPEDENSQ
LEEKISQLKQKNSELKEEIQQLEYGSGPGSPEDEIRQLEQENSQLERENQRLEQEIYQLERGSGPGLEEE
LKQLEEELQAIEEQLAQLQWKAQARKEKLAQLKEKLGSGPGSPEDKISELKEENQQLEQKIQQLKEENSQ
LEYGSGPGSPEDKIEELKEKNSQLKEKNEELKQKIYELKEGSGPGSPEDEIQQLEEEISQLEQKNSELKE
KNQELKYGSGPGSPEDKNSQLKEENSQLEEKIEQLKEKIQELKYGSGPGLEEELKQLEEELQAIEEQLAQ
LQWKAQARKEKLAQLKEKLGSGPGSPEDKISQLKEKIQQLKQENQQLEEENSQLEYGSGPGSPEDKNSEL
KEEIQQLEEENQQLEEKISELKYLELEHHHHHHHH 
 
HIS-BIPAPH-MBP 
HIS-MBP-TEV-BIPAPH 
Zaporedje aminokislin: 
MGHHHHHHHHMKIEEGKLVIWINGDKGYNGLAEVGKKFEKDTGIKVTVEHPDKLEEKFPQVAATGDGPDI
IFWAHDRFGGYAQSGLLAEITPDKAFQDKLYPFTWDAVRYNGKLIAYPIAVEALSLIYNKDLLPNPPKTW
EEIPALDKELKAKGKSALMFNLQEPYFTWPLIAADGGYAFKYENGKYDIKDVGVDNAGAKAGLTFLVDLI
KNKHMNADTDYSIAEAAFNKGETAMTINGPWAWSNIDTSKVNYGVTVLPTFKGQPSKPFVGVLSAGINAA
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SPNKELAKEFLENYLLTDEGLEAVNKDKPLGAVALKSYEEELAKDPRIAATMENAQKGEIMPNIPQMSAF
WYAVRTAVINAASGRQTVDEALKDAQTRITKGGSGGENLYFQGSGGHMSPEDEIRQLEQENSQLERENQR
LEQEIYQLERGSGPGLEEELKQLEEELQAIEEQLAQLQWKAQARKEKLAQLKEKLGSGPGSPEDEIQQLE
EKNSQLKQEISQLEEKNQELKYGSGPGSPEDKIEELKEKNSQLKEKNEELKQKIYELKEGSGPGSPEDEI
QQLEEEISQLEQKNSELKEKNQELKYGSGPGSPEDENQSLEQKNSQLKQEISQLEQEIQQLEYGSGPGLE
EELKQLEEELQAIEEQLAQLQWKAQARKEKLAQLKEKLGSGPGSPEDKISQLKEKIQQLKQENQQLEEEN
SQLEYGSGPGSPEDENSQLEEKISQLKQKNSELKEEIQQLEYGSGPGSPEDEIRQLEQENSQLERENQRL
EQEIYQLERGSGPGLEEELKQLEEELQAIEEQLAQLQWKAQARKEKLAQLKEKLGSGPGSPEDKISELKE
ENQQLEQKIQQLKEENSQLEYGSGPGSPEDKIEELKEKNSQLKEKNEELKQKIYELKEGSGPGSPEDEIQ
QLEEEISQLEQKNSELKEKNQELKYGSGPGSPEDKNSQLKEENSQLEEKIEQLKEKIQELKYGSGPGLEE
ELKQLEEELQAIEEQLAQLQWKAQARKEKLAQLKEKLGSGPGSPEDKISQLKEKIQQLKQENQQLEEENS
QLEYGSGPGSPEDKNSELKEEIQQLEEENQQLEEKISELKYLELE 
 
